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REZIME:

Efekat estradiola u modulaciji apoptotskih signala u moZdanoj kori i hipokampusu
pacova tokom hronicne moZdane hipoperfuzije

Iako se ishemijske bolesti mozga, koje se karakteriSu pogorSanjem motornih 1
kognitivnih funkcija, ukljucujuéi smanjenje sposobnosti u¢enja i memorije, intenzivno
proucavaju poslednjih 20 godina malo je poznato o molekulskim mehanizmima
njihovog nastanka, kao i1 odgovaraju¢im terapijama. Osnovni cilj ove doktorske
disertacije je bio da se ispita efekat hroni¢nog tretmana polnim hormonom, estradiolom,
na apoptotske puteve u kortikalnim i hipokampalnim ¢elijama polno zrelih muzjaka
pacova Wistar soja u stanju nametnute hroni¢ne mozdane hipoperfuzije. Tome je
predhodilo proucavanje efekta mozdane hipoperfuzije na sloZzenu kaskadu apoptotskih
signalnih puteva u kori prednjeg mozga i1 hipokampusu pacova u razliitim vremenskim

taCkama.

Za potrebe prvog dela eksperimenta jedna grupa pacova je lazno operisana, dok je druga
grupa podvrgnuta operaciji trajnog podvezivanja zajednickih karotidnih arterija. Jedinke
obe grupe su ostavljene na preZivljavanju 3, 7 ili 90 dana. Za potrebe drugog dela
eksperimenta pacovi su podeljeni u dve grupe: Zivotinje kojima su trajno podvezane
zajednicke karotidne arterije, tretirane 7 dana lanenim uljem 1 jedinke podvrgnute
operaciji trajnog podvezivanja zajednickih karotidnih arterija 1 tretirane 7 dana
estradiolom (33.3 pg/kg/dan, rastvoren u lanenom ulju). Praceni su slede¢i parametri:
obim neuralne smrti, fragmentacija DNK koja je karakteristicna za apoptozu, kao i
promene u ekspresiji proteina i iRNK markera procesa celijske smrti odnosno
prezivljavanja celija.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da se u zadatim eksperimentalnim
uslovima, u kori prednjeg mozga u ranim vremenskim tackama javljaju
neurodegenerativne promene koje prate ekspresiju apoptotskih molekula u
nepreCiS¢enoj membranskoj frakciji, dok se u kasnije aktiviraju adaptivni 1
kompenzatorni mehanizmi. U hipokampusu je uocen specifi¢an vremenski-zavisan
trend ekspresije analiziranih pro- i anti-apoptotskih molekula koji dovode do pojave
odloZene Celijske smrti. Na osnovu proucavanja efekata hroni¢nog tretmana malim
dozama estradiola u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije moze se zakljuciti da ovaj

potentni polni hormon ima kapacitet da oblikuje odgovor ispitivanih mozdanih



struktura. Naime, anti-apoptotski efekat delovanja estradiola se ogleda u modulaciji i
nishodnoj regulaciji ispitivanih markera mitohondrijskog puta apoptoze. Takode, na
osnovu dobijenih rezultata za nepreciS¢enu membransku, citosolnu, mitohondrijsku i
jedarnu frakciju obe ispitivane mozdane strukture moze se pretpostaviti da su
protektivni efekti estradiola manje izraZzeni u nepreciS¢enoj membranskoj frakciji ili da
su promene nastale pod uticajem ishemije znatnije u ovoj Celijskoj frakciji, stoga

primenjeni tretman nije dovoljan da ublazi efekte povrede.

Dodatna istrazivanja delovanja estradiola unutar mozga mogla bi omogudéiti razvoj
novih terapeutskih strategija za modulaciju odgovora specifi¢nih ¢elija i mozdanih
struktura ukljucenih u kogniciju, formiranje memorije i uc¢enje kod starih osoba, kao 1
obolelih od progresivnih neurodegenerativnih bolesti, ¢ime bi se znatno poboljsao

kvalitet njihovih Zivota.

Kljuéne reci: mozdana hipoperfuzija, estradiol, mozak, apoptoza/prezivljavanje, pacov
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ABSTRACT

Effects of estradiol on modulation of apoptotic signals in cerebral cortex and
hippocampus or rats during chronic cerebral hypoperfusion

Although ischemic brain diseases, characterized by decline of motor and cognitive
functions, including reducing the ability of learning and memory, have been intensively
studied over the past 20 years, the molecular mechanisms of their generation, as well as
appropriate treatments are still matter of controversy. The main goal of this PhD thesis
was to investigate the effects of repeated estradiol treatment on apoptotic pathways in
cortical and hippocampal cells of adult male Wistar rats in a state of imposed chronic
cerebral hypoperfusion. This was preceded by the study of the effects of cerebral
hypoperfusion on complex cascade of apoptotic signalling pathways in the cerebral

cortex and hippocampus of rats at different time points.

For the purposes of the first part of the experiment, one group of rats was sham
operated, while the other group was subjected to permanent ligation of common carotid
arteries. Animals were sacrificed 3, 7 or 90 days following the insult. For the second
part of the experiment, the rats were divided into two groups: animals that underwent
permanent common carotid artery occlusion, treated for 7 days with linseed oil and rats
subjected to permanent ligation of the common carotid arteries, treated for 7 days with
estradiol (33.3 pg/kg/day, dissolved in linseed oil). Parameters that were monitored are:
volume of neuronal death, DNA fragmentation typical for apoptosis, as well as changes

in mRNA and protein expressions of cell death or survival markers.

The results obtained in this dissertation indicate that in cerebral cortex at two early
investigated time points, the expression of apoptotic molecules in synaptosomal fraction
is accompanied with neurodegenerative changes, while later adaptive and compensatory
mechanisms are activated. In hippocampus, a specific time-dependent expression of
analyzed pro- and anti-apoptotic molecules is associated with delayed apoptotic death.
Furthermore, according to gained data, repeated estradiol treatment in state of imposed
chronic cerebral hypoperfusion exerts a potent capacity to profile the response of
investigated brain structures, through modulation of expression of mitochondrial
apoptotic pathway markers. Also, results for synaptosomal, cytosolic, mitochondrial and
nucleus fractions of both investigated brain structures, point that protective effects of

estradiol are either less pronounced in synaptosomal fraction or ischemic changes in this



cell fraction are significant, thus applied treatment is not sufficient to compensate the

effects of the injury.

Additional research of estradiol activity in the brain could enable the development of
new therapeutic strategies to modulate the response of specific cells and brain structures
involved in cognition, memory formation and learning in the elderly and patients with
progressive neurodegenerative disease, which would significantly improve the quality

of their lives.

Keywords: cerebral hypoperfusion, estradiol, brain, apoptosis/survival, rat
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1. Bolesti moZdane cirkulacije, mozdana ishemija

Bolesti mozdane cirkulacije drugi su vode¢i uzrok smrti u razvijenim zemljama sveta 1
peti u nerazvijenim (Fuster i Kelly, 2010). Naj¢es¢i oblici ovih bolesti su mozdana
tromboza, embolija i krvarenje (Schutta i Lechtenberg, 1998). Sva navedena stanja
dovode do ishemijskih oSte¢enja mozga, koja se mogu razlikovati po intenzitetu i

trajanju.

Pogorsanje kognitivnih funkcija, ukljucujuéi smanjenje sposobnosti ucenja i pamcenja,
uobicajene su u ishemijskim bolestima mozga i predstavljaju glavni faktor smanjenja
kvaliteta zivota (Inagaki i Etgen, 2013). Zbog toga, mehanizmi nastanka ovih oboljenja,
kao i1 odabir odgovarajucih terapija kojima bi se poboljSao kvalitet Zivota obolelih,

predstavlja predmet intenzivnih prou¢avanja mnogih studija poslednjih 20 godina.

1.1. Pojam, mogudi mehanizmi nastanka i posledice mozZdane ishemije

Mozdana ishemija se, zajedno sa subarahnoidnim i unutar-mozdanim krvarenjem,

kategoriSe kao podtip mozdanog udara.

Ovo patolosko stanje okarakterisano je
smanjenjem protoka krvi kroz mozak, Sto
za posledicu ima nedovoljno snabdevanje

mozdanog tkiva glukozom i kiseonikom.

Usled smanjenja mozdane cirkulacije
ispod odredenog nivoa u kraem
vremenskom intervalu nastaje ishemicno
stanje u mozgu, dok dalje smanjenje

protoka krvi ili produZavanje vremena

trajanja ishemije dovodi do smrti neurona
Slika 1. Protok krvi kroz mozak u

fizioloskim i patoloskim uslovima ~ (Harukuni 1 Bhardwaj, 2000).
odnosno u stanju ishemije.

Uzroci nastanka mozdane ishemije mogu biti razli¢iti. Osim zacepljenja (eng.
occlusion) 1 patoloskog suzenja (lat. stenosis) krvnih sudova, mozdana ishemija se javlja
1 usled nepravilnosti rada srca, trajno niskog pritiska kao posledice sré¢anog udara ili

urodenih sr€anih mana, poremecaja disanja (apnea, dispnea, bradipnea, itd), upotrebe
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lekova 1 narkotika, hirurSkih intervencija, kao i razli¢itth oboljenja poput srpaste

anemije, Mojamoja sindroma i dr (Farkas i saradnici, 2007).

Smanjen protok krvi kroz mozak
Smanjenje koliine energetskih resursa

Mozdana ishemiia

L

Apoptoza Eksicitotoksi¢nost Inflamacija

Aktivacija jonotropnih kanala (NMDA, AMPA) Aktivacija metabotropnih receptora

|

Ulazak Ca*" u éeliju

}

Fosforilacija proteina
Proteoliza

Produkcija slobodnih radikala
Izmenjena genska ekspresija

S

Smrt neurona <

Modifikacija

Slika 2. Moguci mehanizmi nastanka ostecenja mozdanog tkiva u stanju smanjenog protoka
krvi kroz mozak (www.chronopause.com).

U stanju ishemije, u mozgu brzo se trose postoje¢e male zalihe ATP (adenozin
trifosfata). To dovodi do prestanka rada Na,K-ATPaze, povecanja vancelijske
koncentracije K™ i unutaréelijske koncentracije Na' §to dovodi do depolarizacije
membrane neurona (Farkas i saradnici, 2007). Takode, Ca’’ATP-aza (kalcijum
transportuju¢a ATP-aza) prestaje sa radom §to uzrokuje poveéanje koncentracije Ca*" u
Geliji i aktivaciju Ca®'-zavisnih proteaza, lipaza i dezoksiribonukleaza (DNK-aza).
Depolarizacija membrane uslovljava 1 oslobadanje pobudujuc¢eg (ekscitatornog)
neurotransmitera glutamata, koji se u normalnim uslovima u citoplazmi nalazi u
koncentraciji ~10 mM, dok je u sinaptickoj pukotini njegova koncentracija i do hiljadu
puta manja (Hsu, 1998). Povecanje koncentracije glutamata u sinapsama iznad 1 mM
dovodi do povecane aktivacije jonotropnih glutamatnih receptora, NMDA 1 AMPA
(Slika 2).
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Aktivacija NMDA i AMPA receptora uslovljava ulazak jona Na® i Ca*" i izlazak K iz
¢elije, ¢ime se, u normalnim uslovima obezbeduje elektricna sinapticka aktivnost i
plasti¢nost (Zito 1 saradnici, 2009). Sa druge strane, u ishemi¢nim uslovima
propustljivost AMPA receptora znacajno raste uslovljavajué¢i povecano oslobadanje
glutamata i pojavu odloZene ¢elijske smrti zavisne od Ca®" (Liu i saradnici, 2006), dok
NMDA receptori omogucavaju dalji ulazak Ca’" u éelije, uzrokujuéi pojavu
ekscitotoksi¢nosti (Olney, 1969). Treba ista¢i da se stanje koje nastaje usled velike
koli¢ine Ca®" u éelijama pogorsava usled poveéane koli¢ine mleéne kiseline i smanjenja
pH vrednosti, Sto dalje uzrokuje pojavu acidoze koja predstavlja jedan od
neurohemijskih elemenata anaerobnog metabolizma tokom ishemije (Simon, 2006).
Takode, uoCeno je da 1 metabotropni glutamatni receptori (mGlu) doprinose
ekcitotoksi¢nosti povecavajuc¢i nadrazljivost neurona i deluju¢i na NMDA i AMPA
receptore, dok u zavisnosti od intenziteta i trajanja ishemijskog stimulusa aktivacija

ovih receptora moZe dovesti i do iniciranja procesa nekroze (Doyle 1 saradnici, 2008).

Ishemija dovodi do aktivacije azot-oksid sintaze (NOS) enzima koji kataliSe reakciju
sinteze azot-mono oksida (NO) koji sa superoksidom daje potentni oksidativni agens,
peroksinitrit. Superoksid, NO i peroksinitrit aktiviraju matriksne metaloproteaze koje
razgraduju kolagen i proteine iz porodice laminina, narusavajuci strukturu i funkciju
zidova krvnih sudova. Ovi agensi povecavaju 1 propustljivost krvno-mozdane barijere.
Visoki nivo Ca®, Na" i adenozin-5'-difosfata (ADP) podsti¢u nastanak dodatnih
koli¢ina reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxigen species, ROS) u
mitohondrijama, koje dalje naruSavaju strukturu i funkciju celijskih makromolekula 1

aktiviraju signalne puteve apoptotoze (Halliwell, 1994).

U ishemi¢nom stanju mozga dolazi i do inflamatornog odgovora, koji je sloZen 1
ukljucuje aktivaciju razliitih celija, kao 1 membranskih receptora i posrednika
zapaljenja (Slika 3). U zavisnosti od tipa aktiviranih receptora i signalnih puteva,
citokini, hemokini i njima posredovana aktivacija ¢elija moze doprineti pogorSanju
stanja tokom ishemije mozga, ali 1 ispoljiti neuroprotektivni efekat. Tako, odumiranje
neurona u stanju ishemije dovodi do oslobadanja ¢elijskog sadrzaja u meducelijski
prostor, uzrokujuéi pojavu inflamatornog odgovara i snaznu aktivaciju fagocita, ¢ime se
smanjuje broj oStecenih Celija i koli¢ina Stetnih materija u meducelijskom prostoru i

ispoljava neuroprotektivni efekat (Ceulemans i saradnici, 2010).
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A Hshemiéni neuron -

)

Slika 3. Shematski prikaz neuroinflamatornog odgovora u stanju ishemije
(Ceulemans i saradnici, 2010).

Sa druge strane, primecéeno je da oksidativni stres izazvan ishemijom moze dovesti do
znacajnog pada broja leukocita, regrutacije i migracije neutrofila i monocita koji
oslobadanjem enzima doprinose daljoj degradaciji i povecanju propustljivosti krvno-
mozdane barijere (Crack 1 Taylor, 2005) 1 time izazivaju dodatno T C¢elijama

posredovano inflamatorno ostec¢enje neurona (Ross i saradnici, 2007).

1.2. Tipovi mozdane ishemije

U zavisnosti od obima tkiva zahvacdenog ishemijskim procesima, mozdana ishemija

mozZe biti fokalna 1 globalna.

1) Fokalna moZdana ishemija nastaje usled drastiénog smanjenja protoka krvi u
odredenom regionu mozga. Ovaj tip ishemije obi¢no se javlja kao posledica zacepljenja
krvnih sudova mozga prilikom tromboze ili embolije, a najéeS¢a manifestacija ovih
procesa je mozdani udar. U tkivu zahvacenom fokalnom moZzdanom ishemijom
uocavaju se dva regiona tzv. ishemijsko jezgro i1 senka (lat. penumbra). Ova dva regiona
se medusobno razlikuju na osnovu funkcijskih i morfoloskih karakteristika, imajuc¢i u
vidu ekspresiju razliCitih gena, proteina i aktivaciju razli€itih signalnih puteva.
Ishemijsko jezgro je region direktno pogoden ishemijom i predstavlja centar oStecenja,
okarakterisan prisustvom izrazenih nekroticnih promena nastalih usled znacajnog
smanjenja protoka krvi kroz mozak, nedovoljne koli¢ine kiseonika, glukoze i ATP. S

druge strane, senka je region oko jezgra, posredno zahvacen ishemijom, te u njemu



Uvod

promene nisu tako drasti¢ne kao u samom jezgru. Unutar ovog regiona ¢elije pretezno

umiru procesom apoptoze (Smith i saradnici, 2005).

2) Globalna moZdana ishemija nastaje usled potpunog ili delimi¢nog smanjenja
protoka krvi, pada nivoa ATP, kiseonika i glukoze u odredenim regionima mozga ili
celom mozgu. Kod ovog tipa ishemije oStecenja se uocavaju na pojedinacnim celijama
(Harukuni 1 Bhardwaj, 2006). Ukoliko se mozdana cirkulacija vrati na normalni nivo u
kra¢em vremenskom periodu, nastale promene mogu biti reverzibilne. Medutim, i brzo
vracanje nivoa protoka krvi na bazalni nivo tj. reperfuzija dovodi do osStec¢enja koja
Cesto prevazilaze ona nastala usled same ishemije, budu¢i da mozdano tkivo nema
sposobnost da se brzo prilagodi naglim promenama krvnog pritiska i cirkulacije krvi

(Pan i saradnici, 2007).

U zavisnosti od duzine trajanja ishemije razlikuju se privremena i trajna globalna
mozdana ishemija. Privremena globalna moZdana ishemija predstavlja vremenski
ograni¢eno potpuno ili delimi¢no smanjenje protoka krvi kroz mozak koje najcesce
nastaje usled sréanog zastoja, Soka, gusenja ili kod pacijenata koji su podvrgnuti
ozbiljnim operacijama sréanog misi¢a (Harukuni i Bhardwaj, 2006) i moze dovesti do
delirijuma, nastanka kognitivnih poremecaja, kao i do smrti. S druge strane, trajna
globalna mozdana ishemija (trajna hipoperfuzija) se odlikuje dugotrajnim umerenim
smanjenjem moZdane cirkulacije, do kog dolazi usled arterio-venoznih oStecenja,
zaCepljenja ili suzavanja karotidnih arterija (Hossmann, 2006, 1997, 1993). Ovaj tip
ishemije je karakteristiCan za procese starenja, ali i za razli¢ite neurodegenerativne
bolesti, kao §to su demencija, Alchajmerova 1 Parkinsonova bolest (Roher i saradnici,

2012; Hai 1 saradnici, 2010; Firbank 1 saradnici, 2002).

1.3. Zivotinjski modeli globalne moZdane ishemije

Kod Zivotinjskih modela mozdane ishemije, smanjuje se ili prekida protok krvi kroz
mozdano tkivo u cilju potpunog ili delimi¢nog oponasanja stanja koja nastaju kod ljudi
u uslovima privremene 1 trajne mozdane hipoperfuzije (Gupta i1 Briyal, 2004;
Traystman, 2003; Ginsberg i Busto, 1989). lako se za modele globalne moZzdane
ishemije koriste razliCite Zivotinjske vrste, iz viSe razloga najcesce se upotrebljavaju
pacovi. Neke prednosti pacova kao model-organizma su sledece: (1) sli¢nost sa ljudima
na nivou mozdane anatomije i fiziologije; (2) veli¢ine koja omogucava laku analizu

fizioloskih parametara mozdanog tkiva; (3) troSkovi uzgajanja; (4) genetska
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homogenost unutar pojedinih sojeva; (5) eticka prihvatljivost njihovog koris¢enja u

odnosu na vece zivotinje.

U zavisnosti od jacine ishemije koja se namece mogu se razlikovati modeli potpune i

nepotpune globalne mozdane ishemije.

1.3.1. Modeli potpune globalne mozdane ishemije

Potpuna globalna mozdana ishemija nastaje kada se protok krvi kroz mozak u
potpunosti spre¢i odnosno zaustavi. [zazivanje zastoja rada srca koji prati sr¢ano-pluéno
ozivljavanje kod velikih eksperimentalnih Zivotinja i glodara, je tehnika kojom se
izaziva potpuna globalna mozdana ishemija i ukljucuje kompletnu ishemiju i reperfuziju

u bubrezima, crevima i drugim perifernim organima.

Kod malih zivotinja, poput glodara, koristi se dekapitacija kao model potpune globalne
mozdane ishemije za izuavanje samo nekih biohemijskih i metabolickih parametara u
ranoj fazi ishemije (Yoshida i1 saradnici, 1985a,b; Abe 1 saradnici, 1983; Lowry i
saradnici, 1964). Stezaci vrata ili okovratnici, bez obzira da 1i ukljucuju arterijsku
hipotenziju ili ne, takode se koriste radi izazivanja potpune globalne mozdane ishemije
kod pacova, macaka, pasa ili majmuna. Medutim, ovi modeli daju nereproducibilne
rezultate, budu¢i da se ovakvim pristupom moze izazvati kompresija vagusa i
spreCavanje protoka krvi kroz pojedine vene Sto uzrokuje pojavu i nekompletne

globalne mozdane ishemije (Sheller 1 saradnici, 1992; Chopp 1 saradnici, 1989).

1.3.2. Modeli nepotpune globalne mozdane ishemije

Nepotpuna globalna moZdana ishemija nastaje usled delimi¢nog smanjenja moZdane
cirkulacije, a namece se podvezivanjem krvnih sudova, smanjenjem krvnog pritiska ili

hipoksijom.

Zajednicke karotidne arterije (lat. arteria carotis communis) 1 vertebralne arterije (lat.
arteria vertebralis) su krvni sudovi koji snabdevaju mozak kiseonikom i hranljivim
materijama kod ljudi i pacova. U bazi lobanje, ove arterije uz pomo¢ prednjih (lat.
arteria communicans anterior) 1 zadnjih komunikantnih arterija (lat. arteria
communicans posterior) formiraju kruznu formaciju nazvanu Vilisov krug (Martin i
saradnici, 1997). Vertebralne arterije se pre ulaska u Vilisov krug spajaju u bazilarnu

arteriju (lat. arteria basilaris) koja ima brojne kolaterale oznacene kao pontinske arterije
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(lat. arteriae ad ponten). Od ove strukture polaze prednja mozdana arterija (lat. arteria
cerebri anterior), srednja mozdana arterija (lat. arteria cerebri media), zadnja mozdana
arterija (lat. arteria cerebri posterior) kao 1 gornja arterija malog mozga (lat. arteria
cerebelli superior). Takode, od Vilisovog kruga polaze i prednje, donje arterije malog
mozga (lat. arteria cerebelli anterior inferior) koje nastaju grananjem vertebralnih

arterija (Slika 4).

Razlike u anatomiji velikih krvnih

Preduja
komunikantna Prednja

Sredmnja -
h arteryja

mozdana
arterija

sudova koji formiraju Vilisov krug kod

mozdana

arterija

coveka 1 pacova gotovo da ne postoje i

uglavnom se odnose na upotrebu

Unutrasnja
karotidna
arterija

razlicitih termina u njihovom
Zadwja
komunikantna
arterija

- imenovanju (Estaves i saradnici, 2013).
adiya

mozdana

 arterja Posto karotidne 1 vertebralne arterije
Gornja arterija
malog mozga
Bazilarma

arterija

Pontinske
arterije

formiraju kruznu strukturu, smanjen

Prednja dowja protok krvi prouzrokovan okluzijom

arterijamalog
mozga

nekog od ovih krvnih sudova moze,
Vertebralna

arterija donekle, biti nadomeSten. Kod Zivotinja

koje nemaju potpun Vilisov krug,
Slika 4. Shematski prikaz Vilisovog kruga
(www.emedicine.medscape.com)

poput pustinjskog miSa, obostranim

podvezivanjem zajednickih karotidnih arterija (eng. two vessel occlusion, 2VO),
uzrokuje se smanjenje opsSteg protoka krvi gotovo do nule (Kirino, 1982). Kod Zivotinja
koje nemaju potpun Vilisov krug, poput pustinjskog miSa, obostranim podvezivanjem
zajednickih karotidnih arterija (eng. two vessel occlusion, 2VO), uzrokuje se smanjenje
opsteg protoka krvi gotovo do nule (Kirino, 1982). Slican model se kod pacova, koji
imaju zatvoren Vilisov krug, dobija podvezivanjem svih zajednickih karotidnih i
vertebralnih arterija (eng. four vessel occlusion, 4VO). U prvim koracima procedure,
vertebralne arterije se trajno podvezuju na 24 ili 48 sati, kasnije se vrSi kratkotrajno
(10-20 minuta) podvezivanje zajednic¢kih karotidnih arterija pod lakom inhalacionom
anestezijom, kako bi se ishemijska epizoda javila dok je Zivotinja svesna. Na ovaj nacin
se protok krvi kroz mozak smanjuje na ~5 % kontrolnih vrednosti, koje je pra¢eno
hiperemijom u periodu od 5—15 minuta nakon reperfuzije. Posledi¢na hipoperfuzija koja

traje 24 sata uslovljava nastanak velikih neuronalnih oStecenja u hipokampusu, kori

prednjeg mozga i prugastom telu (lat. corpus striatum), koja su po obimu direktno
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srazmerna trajanju ishemije. Efekti ove procedure su, medutim, prilicno razliciti u
zavisnosti od soja pacova, kao i medu pojedina¢nim jedinkama (Ginsberg i Busto, 1989;

Pulsinelli i Buchan, 1988).

Za razliku od 4VO, 2VO model kod pacova je hirurski jednostavnija procedura, obim
neurodegeneracije je manji i stopa prezivljavanja zivotinja je veca. U poredenju sa
modelom podvezivanja dva krvna suda kod pustinjskog misa, pracenje fizioloSkih

promena je znatno lakSe (Farkas i saradnici, 2007).

U zavisnosti od duzine trajanja nametnute ishemije u modelu 2VO, kod pacova se mogu
pratiti promene nastale usled privremene ili trajne hipoperfuzije. U modelu privremene
hipoperfuzije glavni uzrok neurodegenerativnih promena predstavlja sama reperfuzija.
Povratak mozdane cirkulacije na bazalni nivo pracen je oStecenjima koja nastaju usled

nagle promene krvnog pritiska, koli¢ine kiseonika i glukoze.

Model trajne 2VO podrazumeva nametanje dugotrajne umerene hipoperfuzije i
omogucava pracenje promena koje nastaju tokom nekoliko nedelja. Protok krvi je
najviSe smanjen u kori i beloj masi prednjeg mozga (~40 % kontrolnih vrednosti) i
hipokampusu  (~60 % kontrolnih vrednosti), dok zbog nepodvezanih vertebralnih
arterija kicmena mozdina, mali mozak i mozdano stablo ne trpe ishemijska ostecenja.

Vo

Nivo moidanog - i
protoka krvi -4

Na osnovu protoka krvi kroz

mozak 1 metabolickog stanja

2-3dana g pedelja- 3meseca  Vraanje tkiva promene koje nastaju u
Alcutna Hronicna faza: mo¥danog protoka
faza: oligemija ki i metabolizma

ishemija IR ovom modelu mogu se podeliti

Slika 5. Promene nivoa mozdanog protoka krvi i Y tri faze: akutnu, hronic¢nu i

metabolizma koje su posledica 2VO (Farkas i
saradnici, 2007).

fazu oporavka (Slika 5).

Akutna faza nastupa nakon podvezivanja arterija 1 traje 2—3 dana. Niske vrednosti
protoka krvi u ovom periodu dovode do stanja hipoksije i ishemije koji narusavaju
elektrofiziolosku aktivnost mozga (Marosi i saradnici, 2006). Nakon ove faze javlja se
faza hroni¢ne hipoperfuzije, koja traje oko 8 nedelja. U ovom periodu javlja se
umerena hipoglikemija sa oligemijom. Ve¢ nakon 7 dana od trenutka okluzije pocinje
postepen oporavak mozdane cirkulacije, medutim, procesi ishemije prestaju tek nakon
duzeg vremenskog perioda. Stanje koje nastaje tokom faze hroni¢ne hipoperfuzije
najvise odgovara promenama koje se javljaju prilikom trajnog smanjenja prokrvljenosti

mozdanog tkiva kod ljudi (Wakabayashi i Karbowski, 2001; Smith i saradnici, 1984).
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To omugacava lakSe ispitivanje uloge trajne mozdane ishemije u oSteCenju nervnog
tkiva 1 smanjenju kognitivnih sposobnosti prilikom starenja, demencije i Alchajmerove
bolesti (Farkas 1 saradnici, 2007). Konacno, zahvaljuju¢i kompenzatornim
mehanizmima, nastupa faza oporavka, mozdana cirkulacija se vra¢a na nivo pre
podvezivanja krvnih sudova uslovljavaju¢i postepen nestanak hroni¢ne hipoperfuzije,

ishemijskih procesa i neurodegeneracije (Farkas 1 saradnici, 2007).

2. Struktura i funkcionalna organizacija kore prednjeg
mozga i hipokampusa

2.1. Kora prednjeg mozga

Kora prednjeg mozga (lat. cortex cerebralis) je relativno tanak sloj (u proseku 2 mm
kod pacova, 4 mm kod coveka) nervnog tkiva koji pokriva hemisfere prednjeg mozga i
ima znacajnu ulogu u brojnim funkcijama, ukljucuju¢i i1 formiranje memorije,
odrzavanje paznje, percepciji, povezivanju razliitih aspekata ponaSanja, itd. Zbog
prisustva tela neurona i krvnih sudova na povrsini je siva boja, dok je bela masa, koja se
nalazi ispod kore, prvenstveno izgradena od mijelinizovanih aksona (Kendal 1 saradnici,
2000). U kori prednjeg mozga uoceno je viSe tipova neurona, poput piramidnih,

granularnih, zvezdastih, horizontalnih, vretenastih, Marinotijevih, itd.

Treba ista¢i da je kora prednjeg mozga slojevite grade 1 u zavisnosti od broja slojeva
odnosno filogenetske starosti struktura koje ga izgraduju moze se podeliti na neokorteks
1 alokorteks. Neokorteks predstavlja najve¢i deo kore velikog mozga i sastoji se iz Sest
slojeva: (I) molekularni koji sadrzi mali broj neurona; (II) spoljasnji granularni; (III)
spoljasnji piramidalni; (IV) unutrasnji granularni; (V) unutra$nji piramidalni; (VI)
multiformni. Svaki od ovih slojeva sadrZzi neurone razli¢itih oblika, veli¢ine, gustine i
organizacije nervnih vlakana. Funkcionalno, slojevi kore prednjeg mozga mogu biti
podeljeni na supragranularni (slojevi I-IIl), unutraS$nji granularni (sloj IV) i
infragranularni sloj (slojevi V-VI). U supragranularnom sloju nalaze se: asocijativne
(izmedu istih hemisfera) 1 komisuralne veze (izmedu razliitih hemisfera, uglavnom
preko zuljevitog tela (lat. corpus callosum). Ovaj sloj narocito je razvijen kod ljudi i
omogucava komunikaciju izmedu istih naspramnih regiona dve hemisfere mozga. Na

neuronima unutra$njeg granularnog sloja zavrSavaju se talamicke projekcije, narocito u
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somatosenzornoj kori (Swenson, 1989). Iz infragranularnog sloja polaze aksoni koji

ostvaruju veze sa nizim strukturama.

Kora prednjeg mozga se na osnovu uloge u razli¢itim procesima moze podeliti na

pre¢eonu, motornu, senzornu, vizuelnu i auditornu oblast.

2.1.1. Preceona mozdana kora

PreCeona mozdana kora (lat. cortex prefrontalalis) je sastavni deo kore prednjeg mozga.
Izmedu vrsta su uocene razlike u funkcionalnim ali, 1 anatomskim karakteristikama

(Slika 6).

Kod ljudi, pre¢eona mozdana kora je odgovorana za regulaciju ponasanja, posredovanje
u obradi suprotstavljenih ideja, pravljenju izbora i1 predvidanju ishoda akcija ili
dogadaja. Takode, reguliSe hipotalamo-hipofizno-nadbubeznu (HHA) osu, rukovodi
supresijom emocionalnih i seksualnih potreba, kao i uspostavljanjem drustveno-
prihvatljivog ponaSanja. S obzirom na to da je preceona kora odgovorna za primanje
informacija 1 reagovanje, smatra se da je ova mozdana struktura odgovorna za
savesnost, opStu inteligenciju i crte li¢nosti (Goldman-Rakic i saradnici, 1996). Sa druge
strane, kod pacova zaduZena je za radnu memoriju, formiranje osecaja o proticanju
vremena, planiranje, fleksibilnost i1 plasticnost u ponaSanju i donoSenju odluka

(Raymond 1 saradnici, 2001).

+43B
+22B

Slika 6. Preceona kora.

Mnoge studije na pacovima ukazuju da njihova preceona mozdana kora odgovara
pljosnatoj kori (lat. gyrus cingulatus) 1 dorzolateralnoj prec¢eonoj mozdanoj kori primata
(Seamans 1 saradnici, 2008). Ova struktura kod pacova se uslovno se moze podeliti na
tri topoloski razli¢ita regiona: (1) medijalna preeona moZdana kora— glavni deo

medijalnog zida hemisfera, smesStena anteriorno i dorzalno od Zuljevitog tela; (2)
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orbitalna preCeona moZzdana kora— ventralni region kore, nalazi se na dorzalnom i
kaudalnom kraju mirisne kvrzice (lat. bulbus olfactorius) u dorzalnom kraju rinalnog
useka; i (3) lateralna pre¢eona mozdana kora— locirana u anteriornom delu rinalnog

useka, naziva se jo$ i agranularna insularna kora (Heidbreder i Groenewegen, 2003).

PreCeona mozdana kora ostvaruje veze sa talamusom (medio-dorzalnim, ventro-
medijalnim, intra-laminarnim, anterio-medijalnim 1 jedrima srediSnje linije, rostalnim
delovima ventralnog kompleksa talamusa), bazalnim ganglijama, kao 1 razli¢itim
regionima mozdane kore (premotornom, somatosenzornom, auditornom, vizualnom,
olfaktornom, gustatornom i limbickom) (Uylings i saradnici, 2003). Kod ljudi i pacova,
medijalna preceona mozdana kora je jedini region koji poseduje direktne projekcione
veze sa bazalnim acetilholinskim prednjim mozgom, jedrima mozdanog stabla, kao i
dorzalnim i medijalnim rubnim jedrima (lat. nuclei raphe). Dopaminske ulazne
projekcione veze, medijalna preCeona mozdana kora ostvaruje sa ventralnom
tegmentalnom oblas¢u ventralnim krovom srednjeg mozga (lat. tegmentum
mesencephali) 1 crnom materijom (lat. substantia nigra) (Seamens i saradnici, 2008;

Heidbreder i Groenewegen, 2003; Ongur i Price, 2000).

Narusena funkcija, smanjena zapremina i umanjen broj neuronskih veza unutar
preceone mozdane kore, uocava se kod pacijenata sa razli¢itim mentalnim oboljenjima,
kod samoubica, sociopata 1 zavisnika od narkotika (Cecil 1 saradnici, 2008; Liston 1

saradnici, 2006; Rajkowska, 1997).

Pre¢eona mozdana kora zajedno sa nekoliko funkcionalno i anatomski povezanih
mozdanih struktura prednjeg mozga, srednjeg mozga i medumozga ulazi u sastav

limbi¢kog sistema.

2.2. Limbicki rezanj

Limbicki rezanj (lat. lobus limbicus) je skup anatomski definisanih, blisko povezanih
struktura uklju¢enih u regulaciju slicnih procesa. Ova struktura obuhvata delove
medijalnog regiona kore prednjeg mozga, Ceonog, temenog i slepooc¢nog reznja. U
sastav limbic¢kog rezanja ulaze pojasna vijuga (lat. gyrus cingulatus), parahipokampalna
vijuga (lat. gyrus hippocapmus), hipokampusna formacija, subkalozalna vijuga (lat.

gyrus subcallosus), parolfaktorna vijuga (lat. gyrus parolfactorius) 1 preterminalna
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vijuga (lat. gyrus preterminalis). Sve navedene strukture, zajedno sa strukturama u
drugim regionima, mamilarnim jedrima (lat. corpus mamillare), bademastim jedrima
(lat. corpus amygdaloideum) i

Cingulatno ispupcenje jedrima hipotalamusa ¢ine
=l

<5 ] }_: :
| ¥ .

Septum Forniks limbi¢ki system (lat. systema

limbicum) (Slika 7). Uloga

limbickog rezanja ogleda se u

o e 1 A7 1A formiranju emocija,
\"“L:'J 4 '- - . . .
Olfaktorn = prepoznavanju okruzenja,

bulbus

Hipotalamus

obradivanju podataka, ucenju i

Bademasto jedro , pamcenju.  Strukture limbickog
. Mamilarno ,
(amigdala) Hipokampus v - -y
telo rezanja kljuene su u regulaciji
motivacije 1 ponasanju
Slika 7. Komponente limbickog sistema ] o
(www.brainmeta.com,). uslovljenom potkrepljenjem.

Takode, neke od ovih mozdanih struktura su blisko povezane sa ¢ulom mirisa i ukusa
koji igraju vaznu ulogu u prezivljavanju (Svenson, 2006; Drevets, 2000). Ostecenja ovih
struktura mogu dovesti do poremecaja paznje i pamcenja, anksioznosti, psthopatoloskih
oboljenja, bipolarnog i afektivnog poremecaja, demencije, Alchajmerove bolesti, itd

(Shaw 1 Alvord, 1997).

2.2.1. Hipokampusna formacija

Kod ljudi i ostalih primata, hipokampusna formacija (lat. formatio hippocampi) nalazi
se ispod povrSine kore slepoocnog reznja (Slika 8). Sacinjena je od dorzalnog i
ventralnog dela, koji imaju slicnu kompoziciju u razli¢itim neuronskim kolima (Moser 1
Moser, 1998), a ¢ine ga subikulum (lat. subiculum— potpora), pre- i parasubikulum,
entorinalna kora (lat. cortex entorhinalis), zubata vijuga (lat. gyrus dentatus) 1 tri
regiona pravog hipokampusa oznafena kao CAl, CA2 i CA3 (lat. Cornu Ammonis,

Amonov rog).

U hipokampusu protok informacija je uglavnom jednosmeran, signalima koji se Sire
kroz seriju slojeva gusto napakovanih ¢elija, prvo kroz zubatu vijugu, zatim kroz CA3 i

CAL1 sloj, subikulum potom van hipokampusa u entorinalnu oblast.

13



Uvod

Pacov Covek Svaki od ovih slojeva poseduje sloZena

Hipokampus unutrasnja kola i obimne longitudinalne

<R

¢

veze (Amaral i Lavenex, 20006).

i

Poznato je da hipokampus ima vaznu ulogu

prilikom formiranja nove epizodicke
memorije  (Squire 1 Schacter, 2002;
Eichenbaum i Cohen, 2001), kao i u

procesu detekcije novih dogadaja, mesta i

Hipokampus

Hipokampus stimulusa (VanElzakker i saradnici, 2003),

Slika 8. Hipokampus (www.science.com). ~ ali 1 prostornoj memoriji i orijentaciji.

Ostec¢enja hipokampusa ne uticu na sve vrste memorije, kao $to je na primer, sposobnost
ucenja novih motornih vestina. Ozbiljna oSte¢enja hipokampusa uslovljavaju pojavu
velikih  potesko¢a prilikom formiranja novih memorijskih zapisa, engrama
(anterogradna amnezija) 1 ¢esto uticu na se¢anja formirana pre oStecenja (retrogradna
amnezija). lako retrogradna amnezija dovodi do gubitka ve¢ formirane dugoro¢ne
memorije, u nekim slu¢ajevima zadrzavaju se viSe godina stara secanja, Sto ukazuje da
hipokampus nije mesto Cuvanja engrama, ve¢ je ukljuCen u proces konsolidacije

memorije (Squire 1 Schacter, 2002).

3. Osetljivost moZdanih struktura na ishemiju

Mozdane strukture nisu podjednako osetljive na stanje ishemije. Struktura najosetljivija
na procese ishemije, ujedno i1 struktura ¢ija je neurodegeneracija najodgovornija za
smanjenje kognitivnih funkcija tokom starenja i u razli¢itim neurodegenerativnim
oboljenjima je hipokampus (Farkas i saradnici, 2007; Siegel 1 Stewart, 1984).
Primeceno je da kod pacova ishemija u trajanju od 2 minuta dovodi do pojave
ishemijskih promena u subikulumu, CA1l sektoru i hilusu, dok ishemija u trajanju od
4 minuta dovodi do apoptotskih promena na neokorteksu. Kaudoputamen pokazuje
najmanju osetljivost na ishemijsko stanje i tek nakon ishemije u trajanju od 10 minuta
se uocava smrt ¢elija. Dalje, uoceno je da je kora prednjeg mozga podloznija ishemiji od
talamusa, dok je od njega manje osetljivo mozdano stablo. Takode, oStec¢enja se, brzo
nakon nametanja stanja ishemije, mogu uociti i u nekim regionima malog mozga, a

nakon odredenog vremenskog perioda i u beloj masi (Farkas i saradnici, 2007). Sa
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druge strane, kicmena mozdina ne mora trpeti oStecenja, Cak iako je mozak znatno

oStecen (Arbelaez i saradnici, 1999).

Treba ista¢i da je osetljivost mozdanih struktura na stanje ishemije uslovljena i
prisustvom razli¢itih populacija neurona i glijskih ¢elija i njihovim specificnim
ali su 1 neki neuroni vise osetljivi od drugih. Tako na primer, veliku osetljivost
pokazuju: piramidne ¢elije CAl regiona hipokampusa, piramidni neuroni III, V i VI
sloja nove kore i Purkinje ¢elije malog mozga, dok su ostale grupe neurona manje

osetljive (Farkas i saradnici, 2007).

Interesantno je da se progresija neuronske povrede u toku vremena razlikuje po
strukturama. Do povrede neurona prugastog tela dolazi u roku od 3 sata, dok se u
hipokampusu to deSava tek nakon 48-72 sati nakon ishemije u trajanju od 5 minuta.
Ova pojava je poznata kao fenomen odloZzene neuronske smrti (Farkas i saradnici,

2007).

4. Celijska smrt

Na osnovu morfoloskih 1 biohemijskih parametara definisana su tri glavna nacina
umiranja ¢elija (Slika 9): (1) apoptoza— tip Celijske smrti koju karakteriSe smanjivanje
¢elija 1 kondenzacija hromatina; (2) autofagocitoza— tip celijske smrti tokom koje se
formiraju specificne vakuole u umirucoj ¢eliji; 1 (3) nekroza— tip ¢elijske smrti tokom
koje dolazi do nekontrolisanog oslobadanja unutarcelijskog sadrzaja u meducelijski
prostor usled naglog gubitka strukture i1 funkcije celijske membrane (Festjens i

saradnici, 2006).

Programirana celijska smrt (eng. programmed cell death) je specifican oblik tzv.
¢elijskog ,,samoubistva” koji se javlja tokom razvica i razvoja organizma i odrzavanja

homeostaze u nepatoloskim, ali 1 brojnim patoloSkim uslovima.

Za razliku od nekroti¢nih promena koje su brze i na koje je teSko uticati, apoptotski
procesi u mozgu prouzrokovani ishemijom mogu biti oslabljeni ili zaustavljeni (Endres i
saradnici, 1998). Zbog toga su mehanizmi ukljuceni u regulaciju apoptoze predmet
intenzivnih istrazivanja koja imaju za cilj uspostavljanje novih terapeutskih pristupa radi
sprecavanja nastanka ili smanjenja neurodegenerativnih promena nastalih u stanjima

ishemije.
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Deprivadja nutritijenata Firiolotko remodelovanje Infekeija
oksidativn a oitecen ja
Antofagija Apoptoza - . Nekroza
- ~ l o
Recilfiranje Konfimirani sires Skupljanje felija Eubrenje celije
wmn tarc eliplih Eubren je membrane I'hnm:gra.uje sorukfure organela
Lomponenti L Kondenzacija jedra Pucanje membrane
nastaluib usled Irleganje specifituih sizmals ne porrii celije
oite enja organels Smrt 1
paiozena
l Brza fagodtoza Inflamatorniod govor
i ii (patologija)
Preiivljavanje (bez inflamacije)

Slika 9. Shematski prikaz razlicitih mehanizama Celijske smrti.

4.1. Apoptoza

Apoptoza je strogo regulisan proces koji se odigrava tokom embrionalnog razvoja,
sazrevanja Celija imunskog sistema, atrofije zavisne od hormona, formiranja veza
izmedu neurona, ali i u brojnim patofizioloskim stanjima, kao na primer autoimunskim

poremecajima i neurodegenerativnim bolestima.

Tokom apoptoze dolazi do kontrolisanih specificnih morfoloskih i1 biohemijskih
promena na osnovu kojih se ovaj proces moze podeliti na ranu, srednju i kasnu fazu

(Elmore, 2007) (Slika 10).

U ranoj fazi, celija gubi kontakt sa okolnim celijama, formiraju se specifi¢ne
membranske strukture, fosfatidil-serin se premeSta na povrSinu membrane usled
naruSavanja funkcije ATP-zavisne translokaze (Israels i Israels, 1999), smanjuje se

volumen ¢elije 1 citoplazma se kondenzuje usled gubitka te¢nosti i jona (Hacker, 2000).

16



Uvod

o= ‘ o Apoptoza se javlja u s i
- o#tedenitn, stresiranim i ‘ k]
,|"". T ostarelim delijama /7 £
B ("
WL — =
e 2 I

Celija pofinje da se
smanjiie i formira

——
1 uli
ispupdenja. Altiviranie

’ \ proteina koji razgraduju
o « delijske komponente
7 3

\ s
o T - Enzimi razgradu]u jedto
I LB celijske komponente.
(] ; a Na povedini membrane
' . U pojavijuin se "eat me" @
o' CE PR
- @ i
-
Celija se deli na nekoliko * 5 T
apoptotskih tela u kojima 5 :
su spakovane celijske Makrofagi IR o
komponente i jedro apopiotska tela 1
uklanjaqu ih

Slika 10. Morfoloske promene koje se deSavaju u Celijama tokom  apoptoze
(http://science.howstuffworks.com).

Takode, gubi se funkcionalnost mitohondrija i smanjuje se njihov membranski
potencijal. Srednju fazu karakteriSe pupljenje membrane i aktivacija proteina iz
porodice cistein-aspartat proteaza, odnosno, kaspaza (eng. cysteine aspartyl-specifis
proteases), $to dalje omogucava razgradnju elemenata citoskeleta, enzima i drugih
proteina. Aktivacijom kaspaza dolazi do proteolize lamina, kondenzacije hromatina
(piknoze), formiranja mase hromatina na jedarnoj membrani 1 specificne fragmentacije
DNK (Nagata i1 saradnici, 2003). Finalnu fazu prati konac¢na degradacija celijske
membrane, citoplazme i jedra. Formiraju se apoptotska tela, strukture kondenzovane
citoplazme sa gusto napakovanim organelama obavijene ¢elijskom membranom, koja

bivaju uklonjena fagocitozom od strane prisutnih makrofaga.

4.2. Pokretanje apoptotske kaskade

Apoptotska signalizacija, koja se pokrece u prisustvu specificnih stimulusa (Corcoran 1
saradnici, 1994) moze se javiti usled aktivacije dva konvergiraju¢a puta: ekstrinsickim
ili spoljasnjim putem, preko receptora smrti i intrinstickim ili unutrasnjim putem,
posredovanim ¢lanovima Bel-2 familije (Marsden i Strasser, 2003). U veéini slucajeva,
u oba puta se aktiviraju proteoliticki enzimi, ¢lanovi familije kaspaza (Kohler i

saradnici, 2002).

Postoje podaci da se apoptoza moze javiti 1 nezavisno od aktivacije kaspaza, odnosno
kaspazno-nezavisnim putem. UocCeno je da ROS 1 nekoliko proteina, poput
endonukleaze G (EndoG) 1 AlF-a (eng. apoptosis inducing factor) ucestvuju u ovom

putu (Donovan i Cotter, 2004) (Slika 11).
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Slika 11. Kaspazno-nezavisni i kaspazno-zavisni apoptotski putevi.

4.2.1. Spoljasnji put apoptoze

Spoljasnji signalni put pokretanja apoptoze ukljuCuje interakcije posredovane
transmembranskim receptorima. Prvi u ovom signalnom putu su receptori smrti (eng.
death receptors, DR) iz nadporodice TNF (Locksley i saradnici, 2001), koji poseduju
domene smrti (eng. death domains, DD) 1 imaju centralnu ulogu u prenosu signala sa

povrsine Celije i1 aktiviranju unutaréelijskih signalnih puteva (Slika 12).

Sled dogadaja koji se odvijaju tokom aktivacije spoljaSnjeg puta apoptoze najbolje su
opisani za receptor TNF-6 (FasR) i receptor TNF-1 (TNFR-1). Prvi korak podrazumeva
grupisanje receptora na ¢elijskoj membrani i formiranje homotrimera. Nakon vezivanja
odgovarajuc¢eg liganda za receptore, adapterski proteini se premestaju iz citoplazme i
vezuju za DR. Tako, se za FasR vezuje specifican protein pridruzen FasR (eng. Fas-
Associated protein with Death Domain, FADD), dok se za TNFR-1 vezuje protein
pridruzen TNFR-1 (eng. TNF receptor type I[-associated death domain protein,
TRADD) koji regrutuje FADD 1 odgovaraju¢i receptorski integriSu¢i protein (eng.
receptor integrating protein, RIP) (Hsu 1 saradnici, 1996; Wajant i saradnici, 2001).
FADD odnosno TRADD se potom dimerizuju i stupaju u interakciju sa prokaspazom 8.
Na ovaj nacin se formira signalni kompleks smrti (eng. death inducing signaling

complex, DISC) koji omogucava auto-kataliticku aktivaciju prokaspaze 8 (Kischkel 1
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saradnici, 1995) 1 pocetak egzekucione faze apoptoze koja je pracena

aktivacijom/inaktivacijom brojnih gena i proteina (Boatright i saradnici, 2003).

4.2.2. Unutra$nji put apoptoze

Unutrasnji, mitohondrijski put moze biti pokrenut razli¢itim stimulusima, poput
radijacije, toksina, hipoksije, hipertermije, viralne infekcije, slobodnih radikala, kao 1
gubitka faktora koji spreCavaju procese apoptoze (faktori rasta, hormoni i citokini)
(Marsden i Strasser, 2003). Svi navedeni signali uzrokuju promene u unutra$njoj
mitohondrijskoj membrani, depolarizaciju membrane mitohondrija, formiranje pora i
oslobadanje dve grupe pro-apoptotskih proteina u citoplazmu celije (Saelens 1 saradnici,

2004) (Slika 12).

Prvu grupu proteina ¢ine citohrom C (CytC), SMAC (eng. second mitochondria-derived
activator of caspases) 1 serinska proteaza HtrA2 (Garrido i saradnici, 2006; Du i
saradnici, 2000). Poznato je da se oslobodeni CytC u citoplazmi vezuje i1 aktivira
APAF-1 (eng. apoptotic protease activating factor 1) 1 prokaspazu 9, formirajuci
apoptozom (Hill i saradnici, 2004). Kompleks kaspaza 9/apoptozom dalje aktivira
efektorsku kaspazu 3, Sto se u apoptotskoj kaskadi smatra ,,tackom bez povratka“

(Marsden i saradnici, 2004).

Sa druge strane, SMAC 1 HtrA2 podsticu apoptozu aktiviranjem kaspazno-nezavisnog

mehanizma, tako Sto:

1) smanjuju i spreCavaju aktivnost proteina [AP (eng. inhibitors of apoptosis)

(Schimmer, 2004);

2) podsti¢u oslobadanje proteina druge grupe, poput AIF, EndoG i CAD (eng.
caspase activated Dnase) $to je karakteristicno za kasnu fazu apoptoze. AIF se
premeSta u jedro, izaziva fragmentaciju DNK 1 kondenzaciju perifernog
jedarnog hromatina (Joza i saradnici, 2001). EndoG, takode, odlazi u jedro i
isecanjem DNK omoguc¢ava stvaranje oligonukleozomalnih fragmenata DNK.
AIF 1 EndoG obavljaju svoju funkciju nezavisno od kaspaza, dok CAD nakon
aktivacije od strane kaspaze 3 seCe DNK 1 ucestvuje u dodatnoj kondenzaciji

hromatina (Enari i saradnici, 1998).
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Slika 12. Pokretanje apoptoze, spoljasnji i unutrasnji putevi (www.nature.com).

Unutra$nji put se jo$ naziva i ,,Bcl-2 kontrolisani put™ (eng. Bcl-2 controlled pathway),
jer se njegova regulacija odvija posredstvom c¢lanova Bcl-2 proteina (Cory i Adams,
2002) koji kontroliSu permeabilnost mitohondrijske membrane. U prisustvu pro-
apoptotskih stimulusa, proteini Bcl-2 porodice menjanjem propustljivosti membrane

omogucavaju oslobadanje CytC, formiranje apoptozoma 1 Sirenje apoptotskog signala.

4.2.2.1. Proteini unutrasnjeg puta apoptoze

Bcl-2 familija proteina

Porodica Bcl-2 proteina je evolutivno dobro o¢uvana i relativno velika. Svi ¢lanovi Bcl-
2 porodice imaju jedan ili viSe konzerviranih domena tzv. Bcl-2 homologih domena
(BH1-4), koji su neophodni za heterodimernu interakciju sa drugim proteinima ove

porodice (Danial i Korsmeyer, 2004). Neki proteini poseduju i hidrofobni domen na
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C-kraju, koji omogucava pozicioniranje molekula na/u mitohondrijalnu membranu
(Korsmeyer, 1999). Na osnovu razli¢itih strukturnih 1 funkcijskih karakteristika, ¢lanovi
ove porodice mogu se podeliti na anti- i pro-apoptotske proteine (Donovan i Cotter,

2004; Petros i saradnici, 2004).

1) Anti-apoptotski proteini su: Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2), Bcl-x1 (eng. Bcl-extra
long), Al (eng. Bcl-2-related protein Al), Bel-w (eng. Bcl-2-like protein 2), Boo
(eng. Bcl-2 homolog of ovary) 1 ostali proteini sa sva Cetiri BH domena. Bcl-2 i
Bcl-x1 imaju i1 hidrofobni transmembranski domen sa C-terminalnom grupom, koja
olakSava premestanje proteina iz citoplazme prvenstveno u spoljasnju
mitohondrijalnu membranu. Tako se Bcl-2, u stanju mirovanja, nalazi u jedarnoj 1
membrani endoplazminog retikuluma, a nakon stimulusa se premesta i ugraduje u
spoljasnju mitohondrijsku membranu. U ovu podgrupu spada i Mcl-1 (faktor-1
leukemije mijeloidne celije), koji je jedini apoptoticki Bcl-2 protein sa tri BH

domena (BH 1-3).

2) Pro-apoptotski proteini se prema broju BH domena mogu podeliti u dve podgrupe:
efektorske proteine i BH-3-only proteine. Efektorski proteini, Bax (eng. Bcl-2
associated X protein) 1 Bak (eng. Bcl-2 antagonistic killer), izazivaju
permeabilizaciju mitohondrijske membrane formiranjem pora. Grupi BH-3-only
proteina ili ,,straZzara” (eng. sentinels) pripada osam proteina koji sadrze samo BH3
domen sa izuzetkom, Bcl-xs (eng. Bcl-extra short), koji sadrzi 1 BH4 domen.
Najpoznatiji su Bid (eng. Bcl-2 interacting domain death agonist), Bim (eng. Bcl-2
interacting mediator of cell death) 1 Bad (eng. Bcl-2 antagonist of cell death), koji
se nalaze u citoplazmi mitohondrija. U neaktivnoj ¢eliji, ovi proteini su inaktivirani, a

nakon stimulusa neophodni su za aktivaciju pro-apoptotskih ¢lanova.

Mnoge studije ukazuju da je apoptoza regulisana odnosom pro- i anti-apoptotskih
proteina Bcl-2 familije i da taj odnos predstavlja prekida¢ za ukljucivanje i isklju¢ivanje
apoptotskih procesa (Donovan i1 Cotter, 2004). Nakon primanja stimulusa, proteini sa
samo BH3 domenom, odnosno domenom minimalnog odumiranja, mogu neutralizovati
ili suzbiti dejstvo anti-apoptotskih Bcl-2 molekula i omoguditi pro-apoptotskim
proteinima, poput Bax 1 Bak, da pokrenu apoptotsku kaskadu (Wang i saradnici, 1996).
S druge strane, anti-apoptotski proteini ove porodice, kao Sto je Bcl-2, stupaju u
interakciju sa Bak-om i1 Bax-om 1 inhibiraju njihovu oligomerizaciju i/ili se vezuju za

proteine samo sa BH3 domenom i na taj nacin sprecavaju apoptozu (Motoyama i
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saradnici, 1995). Ovakav nacin uzajamne regulacije lezi u osnovi ¢injenice da odnos
njihovih relativnih koncentracija delom odreduje podloznost celije signalima smrti i

predstavlja tzv. reostat programa ,,samoubistva” (Donovan i Cotter, 2004).

Kaspaze
Kaspaze, proteoliticki enzimi, imaju centralnu ulogu u procesima apoptoze, nekroze 1
inflamacije (Gorman 1 saradnici, 1998), ali 1 drugim c¢elijskim procesima, ukljucujuci i

progresiju ¢elijskog ciklusa i prezivljavanje ¢elija (Alenzi i saradnici, 2010).

U skoro svim ¢elijama, kaspaze se eksprimiraju na konstitutivan nacin, ali i delovanjem
proteina IAP, koji direktno inhibiraju aktivaciju kaspaza 8 1 9, 1 indirektno kaspaze 317,
prisutne su kao neaktivni pro-enzimi (zimogeni) (Miller, 1999). Nakon odgovarajuéeg
stimulusa, kaspaze sazrevaju procesom proteoliticke degradacije kojim se odvajaju
velika 1 mala subjedinica, pri cemu se prodomen auto-kataliticki uklanja. Do aktivacije
kaspaza dolazi nakon udruzivanja male i velike subjedinice i formiranja heterodimera
koji ima kataliticku aktivnost, kao 1 mesta za vezivanje supstrata (Gupta, 2000a,b;
Nicholson i Thornberrz, 1997). Aktivne kaspaze imaju vrlo ¢vrstu, dimernu strukturu

koja nastaje usled vezivanja dve identi¢ne kataliticke subjedinice.

Kod sisara je otkriveno 14 kaspaza (Deveraux i saradnici, 1999), koje se medusobno
razlikuju na osnovu funkcije, strukture i specifi¢nosti prema supstratu i mogu se grubo

klasifikovati u tri grupe:

¢ Grupa I ili inflamatorne kaspaze (kaspaza 1, 4, 5, 12) poseduju CARD ili domen
aktivacije kaspaze (eng. caspase activating and recruitment domain) na
N-kraju. Pretezno seku supstrate iza specificne sekvence XEHD (X- hidrofobni
ostatak, E- glutamatska kiselina, H- histidin 1 D- aspartatska kiselina)
(Thornberrz, 1997);

¢ Grupa II ili efektorske kaspaze (kaspaza 3, 6, 7) prepoznaju tetrapeptid DEXD
(D- aspartatska kiselina, E- glutamatska kiselina, X- hidrofobni ostatak 1 D-
aspartatska kiselina) 1 odgovorne su za razlaganje ¢elijskih komponenti, poput
citokeratina, citoskeletnog proteina o-fodrina, jedarnog NuMa (eng. Nuclear
Mitotic Apparatus protein), PARP (eng. poly-(ADP-ribose) polymerase) i dr
(Elmore, 2007). Zimogen kaspaze 3 je protein molekulske mase od 32 kDa koji
se nakon apoptotskog signala seCe na dve subjedinice od 17 kDa i 12 kDa. Po

dve subjedinice od 17 kDa i dve subjedinice od 12 kDa obrazuju heterotetramere
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koji predstavljaju aktiviranu kaspazu 3. Kataliticko mesto kaspaze 3 obuhvata
sulfhidrilna grupa koja stabilizuje klju¢ne aspartatne ostatke 1 imidazolski prsten
koji nakon prepoznavanja, seCe peptidnu vezu. Aktivirana kaspaza 3 specifi¢no
prepoznaje tetra-peptidne sekvence na supstratima i hidrolizuje peptidne veze

iza Asp-X-X-Asp motiva;

¢ Grupu III ili inicijatorne kaspaze (kaspaza 2, 8, 9, 10) karakteriSe prisustvo
CARD ili DED (eng. death efector domain) domena na N-kraju. Kaspaze ove
grupe specificno prepoznaju sekvencu BEXD (B- aminokiselina razgranatog
lanca (eng. branched-chain amino acid) wvalin, leucin ili izoleucin, E-
glutamatska kiselina, X- hidrofobni ostatak i D- aspartatska kiselina) kod

efektorskih kaspaza i drugih supstrata i hidrolizuju peptidnu vezu.

Do sada je identifikovan veliki broj specifi¢nih supstrata ¢ijim proteolitickim se¢enjem,

kaspaze kontrolisu ¢elijski ciklus, popravku oste¢ene DNK, apoptozu (Zlender, 2003).

PARP
PARP proteini su ¢lanovi velike porodice enzima koji koriste NAD" kao supstrat za
prenosenje ADP-riboze na glutamatne ostatke proteina (Ueda i Hayaishi, 1985) i time

ostvaruju svoju ulogu u procesima reparacije 1 programirane ¢elijske smrti.

Prenoseci vec¢i broj molekula na protein primalac, PARP proteini omogucuju stvaranje
poli-(ADP-riboze) (PAR), lanaca koji mogu biti dugi i preko 100 molekula ADP-riboze,
linearni i/ili viSestruko razgranati. Usled dodavanja ovih negativno naelektrisanih
polimera dolazi do promene elektrostatickih karakteristika proteina koji trpi

modifikaciju.

Primarnu strukturu PARP proteina ¢ine: (1) DNK vezuju¢i domen na N-kraju sa dva
Zn*" prstiéa, odgovoran za vezivanje za DNK molekul i konformacione promene; (2)
domen auto-modifikacije neophodan za oslobadanje DNK nakon katalize 1 inaktivaciju
izazvanu secenjem; (3) domen sa mestom za proteoliticko seenje kaspazama; 1 (4)

kataliticki domen na C-kraju bitan za procese polimerizacije (Smith, 2001).

U normalnim uslovima, kataliticki neaktivan PARP se nalazi u jedru. Usled naruSavanja
strukture DNK lanca 1 nastanka specificnih jednolan¢anih fragmenata (koji se javljaju
usled metabolickih, hemijskih ili fizi€kih procesa) pokrece se sinteza PAR. In vitro

studije pokazuju da se PARP cCvrsto vezuje za prekinutu DNK, pri ¢emu dolazi do

23



Uvod

aktivacije katalitickog domena i poli-(ADP-ribozil)-acije samog PARP (Slika 13).
Formiranje PAR lanaca predstavlja signal za razli¢ite DNK reparacione enzime (DNK

ligaze III, DNK polimeraze-f) i ,,proteine skele” (eng. scaffold proteins).

Ostecena DNK

—

4

PARP se brzo i
direktno vezuje Nakon popravke DNK,

[

: ; } za jednolancane . ..
P 4 prekidenaDNK  novonastala  auto-modifikacija
Otklonjeno .f‘ ‘ ‘\ ’ i
OgteéenjgNrﬁ - oslobada PARP od DNK, zbog
\ / - e
T \\L/ NAD elektrostatickog odbijanja
C nikotiamid negativho naelektrisanih

+pADPr

PARP regrutuje "/ : - ﬁm PARP se nakon polimera 1 PAR lanci se
reparaci.one . vezivanja za L. X .
enzime \ / jednolangane uklanjaju enzimom poli-(ADP-

prekide na DNK

modifikuje i ribozo)-glikohidrolazom
pOerCC se sinteza
PAR-a (PARG).

Slika 13. Popravak ostecenja na DNK molekulu
pomocu PARP (Cacciatore, 2010).

Treba ista¢i da, tokom formiranja PAR i reparacije DNK, PARP trosi velike koli¢ine
ATP, $to moze izazvati lizu i smrt Celije. Takode, uoceno je da povecano stvaranje
PAR, stimulisanjem oslobadanja AIF iz mitohondrija, moze dovesti i do aktiviranja

apoptotskih signalnih putava nezavisnih od kaspaza (Smith, 2001).

PARP (tzv. PARP-1), je prvo otkriveni 1 najprisutniji ¢lan ove familije proteina
(D’Amours 1 saradnici, 1999). Inace, to je prvi protein koji je identifikovan kao supstrat
za kaspaze 3 i 7. Tokom apoptoze, kaspaza 3 seGe PARP na Asp’'* i Gly’", ¢ime
nastaju dve neaktivne subjedinice razli¢itih molekulskih masa: 89 kDa koja sadrzi
auto-modifikacioni 1 kataliticki domen, kao 1 manja subjedinica od 24 kDa sa

DNK-vezuju¢im domenom.

Citohrom C

CytC, visoko konzervirani protein veli¢ine 13 kDa, nakon sinteze u citoplazmi ulazi u
mitohondrije 1 vezuje se za kardiolipin koji se nalazi na unutras$njoj membrani
mitohondrija (Pellegrini 1 Scorrano, 2007). Ima klju¢nu ulogu u procesima oksidativne
fosforilacije 1 apoptoze. Izgraden je od jednog dugog polipeptidnog lanca
(104 aminokiseline) sa 5 a-heliksa i jedne hem grupe, sa Fe*" ili Fe’” vezanim na Cys'*

17 1 . . .
Cys ', koja omogucava prenosenje elektrona.
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U apoptotskim uslovima, pripadnici Bcl-2 porodice, Bax i Bak, formiraju pore na
spoljasnjoj membrani mitohondrija. Ovaj Ca*"-zavisni proces omogucava oslobadanje
CytC iz intermembranskog prostora mitohondrija u citoplazmu (Polster i Fiskum, 2004)
1 dovodi do njegove interakcije sa receptorom za inozitol-3-fosfat (IP3), koji je zapravo

kanal za Ca®" lociran na spoljasnjoj membrani endoplazminog retikuluma.

CytC, ucestvuje 1 u spoljasnjem putu apoptoze kao komponenta kompleksa APAF, ¢ime
se formira ve¢ pomenuti apoptozom koji regrutuje i aktivira pro-kaspazu 9. Aktivirana
kaspaza 9 dovodi do aktivacije efektorskih kaspaza 3 i 7, i na kraju do apoptoze. Dalje,
CytC-posredovano oslobadanje Ca®" iz endoplazminog retikuluma doprinosi pokretanju
procesa apoptoze, budu¢i da su aktivacije kaspaze 9 1 3, Ca®" zavisni mehanizmi

(Polster i Fiskum, 2004).

5. Estrogeni

Polni hormoni nastaju u gonadama, nadbubreznim zlezdama, mozgu 1i jetri. Uticu na
razvoj reproduktivnih puteva, primarnih 1 sekundarnih polnih karakteristika kod svih
kicmenjaka, ukljuuju¢i 1 ljude (Panzica i Melcangi, 2008). Njihova uloga u
reproduktivnim procesima se prevashodno ostvaruje preko regulacije procesa polnog
razvoja 1 sazrevanja, ali 1 polno-zavisnog organizovanja mozga i ponasanja (Carreau 1

saradnici, 2008).

Nakon nastanka i luc¢enja, polni hormoni se oslobadaju u krvotok gde se uglavnom
vezuju za posebne transportne proteine, kao Sto je globulin koji vezuje polne hormone
(eng. sex steroid-binding globulin) 1 tako se prenose do ciljnih tkiva. S obzirom na to da
su mali liposolubilni molekuli, mogu neometano pro¢i kroz ¢elijsku membranu i svoje
efekte ostvarivati na dva nacina: genomski 1 negenomski. Naime, svi polni hormoni se
vezuju za specificne unutarcelijske receptore (ER) koji su u osnovi, transkripcioni
faktori, koji ostvaruju pozitivan 1 negativan uticaj na ekspresiju ciljnih gena (Beato 1
Klug, 2000; Beato i saradnici, 1996a,b). Medutim, efekti ovih hormona mogu biti
posredovani 1 negenomskim mehanizmom, §to se ostvaruje putem aktivacije brojnih
membranskih vezuju¢ih mesta, ali 1 receptora u citoplazmi. Ove akcije posledi¢no
podrazumevaju aktivaciju signalnih puteva posredovanih guanozin nukleotid-vezuju¢im
proteinom (protein G), fosfolipazom C, IP3, unutaréelijskim Ca®" i protein kinazom C

(Sylvia i saradnici, 2001; Civitelli i saradnici, 1990).
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Polni hormoni obuhvataju androgene, progestogene i estrogene. Androgeni su primarno
muski polni hormoni koji stimuliSu ili/i kontroliSu razvoj i odrZzavanje muskih polnih
karakteristika. Progestogeni su odgovorni za odrzavanje menstrualnog ciklusa, trudnoce
1 embriogenezu. Estrogeni prevashodno ucestvuju u regulaciji reproduktivne funkcije,
ali 1 radu imunskog, skeletnog, kardiovaskularnog i nervnog sistema, kao i regulisanju

metabolizma i odrzavanju homeostaze jona i vode.

Estrogene proizvode svi ki¢menjaci, kao i neki insekti §to ukazuje na njihovu veliku
evolutivnu ocuvanost (Ryan, 1982). Najveca koli¢ina estrogena proizvodi se u
razvijaju¢em folikulu jajnika, Zutom telu i1 posteljici, testisima, a u manjim koli¢inama u
jetri, nadbubreznim Zlezdama i mozgu. Kao 1 ostali steroidni hormoni, estrogeni nastaju
enzimskom obradom holesterola u procesu steroidogeneze koju cine koraci

dehidrogenacije i aromatizacije.

U kontroli sinteze i lu¢enja estrogena iz granuloznih ¢elija folikula jajnika i drugih
tkiva, uklju¢eni su hormoni sintetisani u hipotalamusu, poput gonadotropno-
oslobadaju¢eg hormona (GnRH), kao i hormoni hipofize, gonadotropini. Poznato je da
ovi polni hormoni (zajedno sa progesteronom) sprecavaju oslobadanje hormona
hipofize, FSH (foliko-stimuliraju¢i hormon) i LH (luteniziraju¢i hormon), mehanizmom

negativne povratne sprege i stimuliSu oslobadanje GnRH iz hipotalamusa.

Do danas su identifikovane tri
ESTROGENI glavne vrste estrogena koje se
medusobno razlikuju po broju
hidroksilnih ~ grupa u  svojoj
molekulskoj strukturi (Slika 14):
estron, estradiol (17B-estradiol, E) 1

estriol. Kod Zena u reproduktivnom

periodu najvazniji hormon je

Estron

estradiol koji nastaje iz testosterona
Slika 14. Prikaz hemijske strukture estrogena. i estrona, tokom trudnoce estriol
koji nastaje iz estrona i estradiola, dok nakon menopauze tu ulogu preuzima estron

poreklom iz androstenediona.

Poznato je da estradiol smanjuje intenzitet inflamatornih procesa u mozgu 1 disfunkciju

krvno-mozdane barijere (Shichita 1 saradnici, 2012), pojacava mozdanu cirkulaciju
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(Pelligrino 1 saradnici, 1998) i1 sposobnost neurona da prenose signale, stimuliSe
sinapticku plasti¢nost, kognitivne funkcije i dr (Sherwin, 2007). Estradiol spreCava
apoptotske procese pokrenute na nivou mitohondrija, tako Sto stabiliSe potencijal
mitohondrijske membrane, smanjuje troSenje ATP i stvaranje ROS (Mattson, 2006;

Wang, 2001).

6. Estradiol i ishemija mozga

Prvobitno se smatralo da estrogeni svoje efekte ostvaruju iskljuc¢ivo dejstvom na
reproduktivne organe, hipotalamus i ostale regione mozga ukljuene u regulaciju
reproduktivne funkcije. Medutim, pokazano je da oni mogu imati efekat i na druge
delove mozga, kao npr dopaminski sistem srednjeg mozga, serotoninski sistem i
kateholaminski sistem mozdanog stabla, acetilholinski sistem bazalnog prednjeg mozga,

ki¢menu mozdinu i dr (McEwen, 2002).

Podaci o efektima tretmana estradiolom u uslovima mozdane ishemije ukazuju da ovaj
hormon moze ispoljiti, kako pozitivan, tako i negativan uticaj na prezivljavanje Celija,
sinapti¢ku plasti¢nost 1 kognitivne funkcije (Schreihofer i Ma, 2013). Glavni faktori koji
to odreduju su: vreme, koli¢ina (jaCina doze) 1 ucestalost aplikacije (Petito 1 saradnici,
1987), ali 1 tip nametnute ishemije, kao 1 soj, pol, uzrast pacova i trenutno hormonsko 1

zdrastveno stanje jedinke (Strom 1 saradnici, 2011).

Postoje jasni dokazi da ovaj izrazito potentni polni hormon ima znacajnu
neuroprotektivnu ulogu u eksperimentalnim modelima globalne 1 fokalne ishemije
(Petito 1 saradnici, 1987). Primeceno je da terapija fizioloSkim dozama estradiola dve
nedelje pre ishemije, spre¢ava smrt neurona u CAl regionu hipokampusa i umanjuje
kognitivni deficit posredovan ishemijom (Lebesgue i saradnici, 2009). Sa druge strane,
pretretman niskom dozom estradiola i njegova aplikacija odmah nakon ishemije,
umanjuje oSte¢enja vizuelne radne memorije, kognitivnih funkcija i CA1 neurona koja
nastaju u uslovima globalne ishemije (Guinello i saradnici, 2006). Takode, uoceno je da
tretman farmakoloskim dozama ovog hormona nakon ishemije, smanjuje odumiranje
¢elija 1 obim nastalih lezija. Tako, npr, pojedinacna farmakoloSka doza, aplicirana
direktno u epiduralni prostor odmah nakon ishemijskog dogadaja smanjuje odumiranje

neurona, kao i smanjenje kognitivnih sposobnosti (Lebesgue i saradnici, 2009).

27



Uvod

Pomenuti neuroprotektivni efekat, moze se ostvariti pokretanjem genomskih i
negenomskih mehanizama. Aktiviranje ovih mehanizama u stanju mozdane
hipoperfuzije doprinosi pokretanju blazeg inflamatornog odgovora, smanjenju obima
apoptoze i oksidativnog stresa (Strom i saradnici, 2013). Brojne studije ukazuju da
estradiol podstice celijsko prezivljavanje u uslovima mozdane ishemije, time Sto
reguliSe nivo Ca”", aktivaciju mitogenom-aktiviranih protein kinaza (MAPK) i protein
kinaze B (Akt), kao i signalnih puteva razli¢itih proteina G, fosfolipaze C, protein
kinaze C i IP3 (Cardona-Gomez i saradnici, 2003; Filardo i saradnici, 2000; Singh i
saradnici, 2000), ali i da stimuliSe ekspresiju i aktivnost neurotrofina i njihovih
receptora, faktora rasta koji su neophodni za sinaptogenezu (Wise i Dubal, 2000), kao i
razli¢itih anti- i pro-apoptotskih proteina ukljucujudi i pripadnike Bcl-2 familije (Dubal

i saradnici, 1999).

Sa druge strane, uoCeno je da estradiol moZe ispoljiti 1 negativne, odnosno
neurotoksi¢ne efekte i doprineti povecanju isheminog ostecenja (Strom 1 saradnici,
2013) i smanjenju kognitivnih funkcija, time §to smanjuje proliferaciju i povecava broj
apoptotskih ¢elija (Schreihofer i Ma, 2013). Rezultati brojnih in vivo 1 in vitro studija
ukazuju na nekoliko mehanizama kojima estradiol moZe dovesti do ispoljavanja ovih
efekata, poput povecanja pro-inflamatornog odgovora (Yong i saradnici, 2005; Carswell
1 saradnici, 2000), ekscitotoksic¢nosti (Strom 1 saradnici, 2011) i oksidativnog stresa

(Gordon 1 saradnici, 2005).

U ishemijskim bolestima mozga uobicajena je pojava vremenski-zavisnog pogorsSanja
kognitivnih funkcija, ukljuujuéi uobi€ajeno smanjenje sposobnosti ucenja i memorije
koji nastaju usled odumiranja celija. Medutim, iako se ove bolesti intenzivho

proucavaju, o vremenski-zavisnim mehanizmima njihovog nastanka malo se zna.

Medu zenskim polnim hormonima, estradiol, ispoljava veliki neuroprotektivni
potencijal i zbog toga mehanizmi njegovog delovanja, kao i terapeutska uloga u brojnim
neurodegenerativnim poremecajima, poslednjih 20 godina predstavljaju predmet

intenzivnih prouc¢avanja mnogih studija.

Sa obzirom na oskudnost rezultata o vremenski-zavisnom odgovoru nervnih ¢elija u

uslovima nametnute trajne globalne ishemije, kao i efektima estradiola na ekspresiju
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apoptotskih molekula u stanju hroni¢ne mozdane hipoperfuzije, proucavanje pomenutih
parametara kako u osnovnim, tako i u preklinickim 1 klini¢kim studijama predstavlja

novo i interesantno polje istrazivanja.
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Neuroni u centralnom nervnom sistemu, masivno odumiru u stanjima koja prate akutne
povrede, poput mozdanog udara, kratkotrajnog prestanka rada srca i trauma, ali i tokom
progresivnih neurodegenerativnih bolesti koje se najcesce javljaju u starosti (Austin i
saradnici, 2010; Borghammer i saradnici, 2010a,b). Upravo je mozdana hipoperfuzija
stanje karakterisicno za procese starenja i razliita oboljenja, kao Sto su neki tipovi
demencije, Alchajmerova i Parkinsonova bolesti (Farkas i1 saradnici, 2007). Tokom
prvih nekoliko dana nametnute hipoperfuzije uocava se znac¢ajno smanjenje protoka krvi
kroz mozak, S$to uzrokuje razliCit stepen oSteCenja mozdanih struktura. Naime,
primeceno je da kora prednjeg mozga 1 hipokampus podlezu izrazitim oSte¢enjima, §to
za posledicu moze imati razli¢ite neuroloske deficite, ukljucuju¢i i1 smanjenje
kognitivnih funkcija (Farkas i saradnici, 2007; Driscoll i saradnici, 2005), dok druge
mozdane strukture pokazuju manju osetljivost i stepen ostecenja (Farkas i saradnici,

2007).

Brojne studije ukazuju da estradiol moze regulisati sinapticku plasticnost, spreciti
apoptozu, povecati vijabilnost ¢elija i njihovu proliferaciju u in vivo 1 in vitro uslovima.
Sa druge strane, kod pacova ali i kod ljudi, primeceno je da ovaj potentni polni hormon
uslovljava pojavu niza nuspojava naroc€ito kod pripadnika muskog pola, poput oStecenja
jetre, kardiovaskularnog sistema, ginektomastije, atrofije testisa, ali i depresije i

agresivnog ponasanja.

Imajuéi u vidu oskudnost informacija o vremenski-zavisnom odgovoru nervnih ¢elija u
stanju mozdane hipoperfuzije, osnovni cilj ove doktorske disertacije bio je da se
ispita efekat hroni¢nog tretmana estradiolom na apoptotske puteve u nervnim
¢elijama mozZdane kore i hipokampusa polno zrelih muzZjaka pacova Wistar soja u
stanju nametnute hronicne moZdane hipoperfuzije. Tome je predhodilo
proucavanje efekta moZdane hipoperfuzije na sloZenu kaskadu apoptotskih
signalnih puteva u kori prednjeg mozga i hipokampusu pacova u razlicitim

vremenskim tackama.
U skladu sa zadatim ciljem izu¢avani su sledeci parametri:

1. Stepen apoptotske smrti, primenom fragmentacionog DNK eseja i Fluoro-Jade
B bojenja u zavisnosti od vremena proteklog od operacije u kori prednjeg mozga
1 hipokampusu laZno-operisanih pacova, koje su posluzile kao kontrola 1 kod

zivotinja podvrgnutih obostranim okluzijama bilateralnih vertebralnih arterija;

31



Cilj rada

2. Vremenski-zavisni efekti mozdane hipoperfuzije na ekspresiju pojedinih
apoptotskih proteina u nepreciS¢enim membranskim frakcijama izolovanim iz

kore prednjeg mozga i hipokampusa;
3. Uticaj estradiola na nivo i obim ¢elijske smrti, praéenjem:
a. Nivoa fragmentacije DNK u preceonoj kori i hipokampusu;

b. Broja apoptotskih ¢elija pomoc¢u Fluoro-Jade B bojenja preseka preceone

kore i hipokampusa;

c. Nivoa genske i proteinske ekspresije signalnih molekula ukljucenih u

apoptotske puteve, kao Sto su Bcl-2 1 Bax u preceonoj kori 1 hipokampusu;

d. Nivoa ekspresije pro-apoptotskih enzima— citohrom c, prokaspaza 3, seCena
kaspaza3 i PARP u razli¢itim subcelijskim frakcijama preceone kore i

hipokampusa.

Podaci o promeni ekspresije iRNK 1 proteina, njihovoj aktivnosti, kao i o subcelijskoj
distribuciji izabranih apoptotskih molekula upotpuni¢e sliku o uticaju moZzdane
hipoperfuzije na osteéenje neurona izabranih regiona. Buduéi da je trend savremenih
istrazivanja u ovoj oblasti otkri¢e potencijalnih neuroprotektora, neophodno je istraziti
puteve kojima moZzdana hipoperfuzija dovodi do nastanka i razvoja neuronske povrede,

a hroni¢an tretman estradiolom do njenog smanjenja ili otklanjanja.
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Materijali i metode

1. Materijali

U ovom radu su koriS¢ene hemikalije p.a. stepena Cistoce.

Od firme SERVA, Heidelberg, Nemacka, nabavljeni su: Tris baza, glicin, spermin,
spermidin, aprotinin, antipain, leupeptin, dietilpirokarbonat (DEPC), agaroza, TEMED
(N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin).

Od firme Sigma Chemical Company, St. Louis, SAD, nabavljene su slede¢e hemikalije:
govedi serumski albumin (BSA), natrijum-dodecil sulfat (SDS), fenilmetilsulfonil
fluorid (PMSF), Tween-20, saharoza, natrijum fluorid, B-merkaptoetanol, ditiotreitol
(DTT), etilendiamino-tetrasiréetna kiselina (EDTA), etilen-glicerol tetrasiréetna kiselina

(EGTA), akrilamid, folin, DePeX i estradiol (E).

Boja Fluoro-Jade B proizvod je firme Chemicon International Inc, SAD;

Hoechst 33258 proizvod je firme Acros Organics, Fair Lawn, NJ, SAD.

U Tabeli 1. prikazana su antitela koriS¢ena u Western blot analizi.
Polivinilidendifluorid (PVDF) membrana 1 20x koncentrovani supstrat za
hemiluminiscenciju (eng. enhanced chemiluminescence, ECL) proivodi su firme

Millipore Coorperation Biotechnology, SAD.

Za 1zolaciju RNK koriS¢en je TRIzol reagens, proizvod firme Invitrogen, SAD. Za
prepisivanje totalne RNK u cDNK upotrebljen je High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, proizvod firme Applied Biosystems, SAD. Za odredivanje nivoa
genske ekspresije razli¢itih molekula postupkom lancane reakcije polimeraze u realnom
vremenu (RTqPCR) koris¢en je ,,SYBR green* kit (Power SYBR Green PCR Master
Mix Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Svi prajmeri kori§¢eni za RTqPCR

nabavljeni su od firme Metabion, Nemacka (Tabela 2).
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Tabela 1. Antitela koriscena u Western blot analizi

antitelo proizvodac ka:)ilgiiki karakteristike

PARP Cell Signaling Technology, SAD 9542 primarno zecije poliklonsko
mHsp70 Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-66049  primarno mi$ije monoklonsko
[-aktin Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-1615 primarno kozije poliklonsko
o-tubulin Sigma Aldrich, SAD T9026 primarno misije monoklonsko
c-jun Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-1694 primarno zecije poliklonsko
prokaspaza 3 Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-7148 primarno zeéije poliklonsko
secena kaspaza 3 Cell Signaling Technology, SAD 9661S primarno zecije poliklonsko
Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-492 primarno zeéije poliklonsko
Bax Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-7480 primarno misije monoklonsko
Citohrom C Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-13561 primarno misije monoklonsko
kozje anti-zecije Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-2030 sekundarno

magarece anti-kozije ~ Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-2033 sekundarno

magarece anti-misije ~ Santa Cruz Biotechnology, SAD sc-2318 sekundarno

Tabela 2. Sekvence prajmera koriscene u analizi ekspresije gena za Bcl-2, Bax,

GAPDH i RPLTI9
Prajmer  Sekvence prajmera Temperatura Veli¢ina
topljenja (°C) produkta (bp)
Bcl-2 5’-TGGAAAGCGTAGACAAGGAGATGC-3’ 65
5’-CAAGGCTCTAGGTGGTCATTCAGG-3’ 67 88
Bax 5-TGCTACAGGGTTTCATCCAG-3’ 58
5’-CCAGTTCATCGCCAATTCG-3’ 57 135
GAPDH 5-GGCAAGTTCAATGGCACAGTCAAG-3’ 65
5’-ACATACTCAGCACCAGCATCACC-3’ 65 125
RPLTI9 5-TCGCCAATGCCAACTCTCGTC-3’ 63
5*- AGCCCGGGAATGGACAGT -3’ 65 92
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2. Metode

2.1. Postupak sa Zivotinjama

U eksperimentima kori$¢eni su muzjaci pacova Wistar soja, starosti 3 meseca (n=36—40
po eksperimentalnoj grupi). Masa zivotinja na pocetku eksperimenata bila je 300-350 g.
Sve zivotinje su odgajane u vivarijumu Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca”,
Laboratorije za molekularnu biologiju i endokrinologiju, u standardnim laboratorijskim
uslovima (konstantna temperatura od 22 + 2°C, vlaznost vazduha od 55 %, svetlosni
rezim 12 h svetlost/12 h mrak, n=3-4 Zivotinje po kavezu) i na ad libidum rezimu

ishrane.

Rad sa eksperimentalnim zivotinjama je izveden u saglasnosti sa principima koje
propisuje publikacija Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication
No. 80-23) 1 odobren od strane Eti¢kog komiteta za rad sa Zivotinjama u istrazivanjima
Bioloskog fakulteta 1 Instituta za nuklearne nauke ,,Vin¢a”, Univerziteta u Beogradu

(reSenje o odobrenju zavedeno pod brojem 02/11).

2.2. Trajne bilateralne okluzije karotidnih arterija
Eksperimentalne Zivotinje bile su podeljene u sledece grupe i podvrgnute operacijama:
1. Sh grupa— lazno-operisane zivotinje ostavljene na prezivljavanju 3, 7 ili 90 dana;

2. 2VO grupa— jedinke podvrgnute operaciji trajnog podvezivanja zajednickih

karotidnih arterija i ostavljene na prezivljavanju 3, 7 ili 90 dana.

Muzjaci su anestezirani 5 % hloral-hidratatom (400 mg/kg). Nakon anesteziranja
napravljen je rez na sredini ventralne strane vrata, neposredno iznad grudne kosti,
pronadene su karotidne arterije (bilateralno izloZene) i neZno razdvojene od okolnog
tkiva i nerva vagusa. Svaka arterija je zatim dvostruko podvezana sa 3-0 hirurSkim
svilenim koncem. Kontrolna grupa je lazno operisana, odnosno jedunke su podvrgnute
identicnoj operacionoj proceduri, koja je podrazumevala manipulaciju obema

arterijama, medutim arterije im nisu podvezane.
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Slika 15. Shematski prikaz polozaja karotidnih arterija.
(www.biologycorner.com/worksheets/rat_circulatory.html)

2.3. Tretman estradiolom

Eksperimentalne zivotinja su bile podeljene u dve grupe:

1. 2VO+V grupa— jedinke podvrgnute operaciji trajnog podvezivanja zajednickih

karotidnih arterija i tretirane 7 dana lanenim uljem;

2. 2VO+E grupa— zivotinje podvrgnute operaciji trajnog podvezivanja zajednickih
karotidnih arterija 1 tretirane 7 dana estradiolom (33.3 pg/kg/dan, rastvoren u

lanenenom ulju).

Hormon je apliciran u vidu intraperitonealnih injekcija, jednom dnevno u jutarnjim
casovima, izmedu 09:00-10:00 h, tokom sedam sukcesivnih dana. Upotrebljena doza
estradiola je u skladu sa fizioloskim dozama koriS¢enim u istrazivanjima u kojima je
prijavljeno da hroni¢an tretman estradiolom dovodi do neuroprotekcije nakon

privremene globalne mozdane ishemije (Noppens i saradnici, 2009).

2.4. Zrtvovanje Zivotinja i priprema tkiva

Zivotinje za imunohistohemijske analize anestezirane su sa 5 % hloral-hidratom
(400 mg/kg), perfundovane sa 0.9% NaCl (~200ml po zivotinji) 1 4%
paraformaldehidom (PFA). Nakon brze i pazljive izolacije, mozgovi su fiksirani u 4 %
PFA rastvoru, 24 h na 4°C i potom dehidratisani u gradijentu saharoze u 0.2 M
fosfatnom puferu (10 %, 20 %, 30 %, rastvor saharoze, u svakom po 24 h na 4°C).
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Mozgovi su zamrznuti u izopentanu, osuseni na suvom ledu i ¢uvani na -70°C do

upotrebe.

Ostale zivotinje su zrtvovane dekapitacijom pomocu giljotine (Harvard Apparatus,
Holliston, SAD), u odgovaraju¢im vremenskim tackama nakon operacije. Posle
izolacije celih mozgova, u prvom delu eksperimenta izolovani su kora prednjeg mozga 1
hipokampus radi izolacije grube membranske frakcije (P2), a u drugom delu
eksperimenta izolovani su preCeona kora (Ciji je polozaj odreden na osnovu bregme,
I mm od bregme ka vrhu celog mozga) i hipokampus koje su potom zamrzavane u

tenom azotu radi analize fragmentisanosti DNK 1 odredivanja nivoa proteinske i

genske ekspresije.

2.5. Analiza fragmentisanosti cCelijske DNK pomoc¢u difenilamin
metode

Smrznuta tkiva (n=8-10 po eksperimentalnoj grupi) kore prednjeg mozga, preceone
kore i hipokampusa homogenizovana su u puferu koji sadrzi 5 mM Tris-HCI pH 8.0,
20 mM Na,EDTA 1 0.5 % Triton X-100. Dobijeni homogenati su potom centrifugirani
na 27000 g, 20 min radi izdvajanja intaktnog hromatina u talogu od fragmentisane DNK
koja ostaje u supernatantu. Dobijenim supernatantima dodavana je 5.5 N perhlorna
kiselina (PCA), a talogu 0.5 N PCA, tako da je finalna koncentracija u svim uzorcima
bila 0.5 N. Uzorci su potom zagrevani 15 min na 90°C i centrifugirani na 1500 g,
10 min, na 4°C da bi se uklonili proteini. Dobijenim supernatantima je dodavan agens
koji se vezuje za deoksiribozu— difenilamin 1 uzorci su ostavljeni 16—20 h na sobnoj
temperaturi da bi se razvila reakcija koja se detektuje pojavom plave boje. Absorbanca
uzoraka je merena na 600 nm, a nivo fragmentisane DNK u uzorcima je izrazavan kao
procenat ukupne DNK u supernatantu. Fragmentisana DNK u uzorcima izolovanim iz
2VO zivotinja 3, 7 ili 90 dana nakon operacije, kao 1 7 dana nakon operacije i tretmana
estradiolom, izrazavana je kao procenat u odnosu na fragmentaciju u kontrolnim

uzorcima (Bagchi i saradnici, 1999).

2.6. Bojenje sa Fluoro-Jade B i Hoechst 33258

Mozgovi Zivotinja svih eksperimentalnih grupa (n=2-3 po grupi) za imunohistolosku

analizu seceni su na preseke debljine 16 um i 25 pm na kriotomu (Leica, Nemacka).
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Preseci su direktno lepljeni na Zelatinizovane mikroskopske plocice, suseni preko no¢i 1

zamrzavani na -20°C do upotrebe.

Fluoro-Jade B bojenje je koriSéeno za detekciju neurona u procesu degeneracije, a
Hoechst 33258 boja je upotrebljena za analizu stanja hromatina. PloCice sa presecima su
prvo uranjane u 80 % alkoholni rastvor sa 1 % NaOH 1 inkubirane sa 0.06 % KMnO4
rastvorom 10 min, zatim su prebacivane u 0.0001 % rastvor Fluoro-Jade B u 0.1 %
sir¢etnoj kiselini 1 nakon 10 min su ispirane u bidestolovanoj vodi (ddH,O) 3 x po
I min, uranjane u 0.01 % Hoechst 33258 10 min, potom u ksilol, radi potpune
dehidratacije 1 prekrivene glicerolom i pokrovnim staklom. Preseci su posmatrani na
Axio Observer Mikroskopu Z1 (Zeiss, Jena, Nemacka), koriste¢i sistem filtera kojima
se mogu uoditi neurodegenerativne promene pomocu fluoroscein izocianata. Celije
obojene ovom bojom jasno se mogu detektovati kao male svetlo zelene tacke koje se

razlikuju u odnosu na pozadinu (Drakuli¢ i saradnici, 2013).

2.7. 1zolovanje proteina za Western blot analizu

Za odredivanje nivoa proteinske ekspresije u kori prednjeg mozga, preceone kore i
hipokampusu je koriS¢ena gruba membranska P2 frakcija, kao i specifi¢ne subcelijske
frakcije: citosolna frakcija (citosol), jedarna frakcija (nukleosol) 1 mitohondrijska

frakcija (mitosol).

U prvom delu eksperimanta nakon izolovanja, celi mozgovi su ispirani u izolacionom
puferu (0.32 M saharoza, 5 mM Tris-HCI, pH 7.4), a mozdane strukture, kora prednjeg
mozga 1 hipokampus, su izolovane na ledu. Pojedinacne mozdane strukture Zivotinja
iste eksperimentalne grupe (4 eksperimentalnoj grupi/izolaciji) spajane su 1
homogenizovane, u 10 zapremina izolacionog pufera, u staklenom homogenizeru sa
teflonskim klipom (zazor izmedu homogenizera i klipa je 0.20 mm). Klip je bio
pri¢vrS¢en na motor i homogenizacija se odvijala na 900 rpm sa 20 pokreta na 4°C.
Nakon homogenizacije tkiva, homogenat je centrifugiran na 1000 g, 10 min, na 4°C.
Supernatant je odliven i sacuvan, a talog, u kome su nehomogenizovani fragmenti i

jedra, ispiran je centrifugiranjem pri istim uslovima sa joS 10 ml izolacionog pufera.
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. Supernatanti su spajani i centrifugirani na

12000 g (9800 rpm u JA-20 rotoru),

25 min, na 4°C. Dobijeni talog sadrzi,

‘ homogenizacija

NEPRECISCENA MEMBRANSKA FRAKCIIA pored sinaptozoma (nervnih zavrSetaka),

' mitohondrija 1  odredeni  procenat
q membranskih fragmenata koji poti¢u od
liziranih sinaptozoma, nervnih 1 glijskih
¢elija i zato je oznaCen kao neprecisceni
sinaptozomalni ~ preparat ili  gruba
membranska frakcija (Gray i1 Whittaker,

Slika 16. Gruba neprecis¢ena membranska

frakcija iz homogenata nervnog 1962) (Slika 16).
tkiva

Citosolna, jedarna i mitohondrijske frakcija dobijena je iz pojedini¢nih hipokampusa i
Pfc (n=8-10 po grupi). Tkivo je homogenizovano u staklo-teflonskom Potter-Elvehjem
homogenizeru u 2 zapremine hladnog (4°C) pufera, koji je sadrzao: 10 % glicerol,
50 mM NaCl, 1 mM NaEDTA, 1 mM NaEGTA, 2 mM DTT, inhibitore proteaza
(20 mM Na;MoOy, 0.15 mM spermin, 0.15 mM spermidin, 0.1 mM PMSF, 5 pg/ml
antipain, 5 ug/ml leupeptin, 5 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml tripsin inhibitor 1 3 mM
benzamidin), kao 1 inhibitore fosfataza (20mM  B-glicerofosfat, 5 mM
Nay4P,07 x 10H,0, 2 mM Na;VO,s 1 25 mM NaF). Homogenat je centrifugiran na
2000 g, 10 min, na 4°C (Eppendorf 5417 centrifuga), nakon Cega je supernatant
koris¢en za dobijanje citosola i mitohondrijske frakcije, dok je talog koris¢en za
dobijanje jedarnog ekstrakta. Centrifugiranjem supernatanta koji se koristi za izolaciju
mitohondrijalne frakcije na 20000 g, 30 min stalozene su mitohondrije, a dobijeni
supernatant je dalje centrifugiran na ultracentrifugi na 105000 g, 60 min u cilju
izdvajanja citosola. Talog jedara opran je u 0.5 ml homogenizacionog pufera i ponovo
centrifugiran na 2000 g, 10 min, na 4°C (Beckman centrifuga, Nemacka). Isprana jedra
su potom resuspendovana u 0.5 ml homogenizacionog pufera koji je sadrzao 0.5 M
NaCl. Ovakva smeSa je potom inkubirana 60 min na ledu uz povremeno mesanje na
vorteksu. Posle inkubacije, jedarna suspenzija je centrifugirana na 8000 g, 10 min, na

4°C, a dobijeni supernatant se koristio kao jedarni ekstrakt.

Za dobijanje mitohondrijskog ekstrakta, mitohondrije su isprane u 0.5 ml
homogenizacionog pufera i ponovo centrifugirane na 20000 g, 30 min, na 4°C. Isprane

mitohondrije su potom resuspendovane u puferu za lizu mitohondrija koji je sadrzao
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0.05 % Triton X-100. Nakon inkubiranja na ledu 90 min, mitohondrijaka suspenzija je
centrifugirana na 20000 g, 60 min, na 4°C u cilju dobijanja mitohondrijske frakcije

(Drakuli¢ i saradnici, 2013).

Stepen preciS¢enosti subcelijskih frakcija proveren je metodom Western blot
koris¢enjem antitela na mHsp70, a-tubulin i1 c-jun, koja specifi¢no detektuju proteine

mitohondrija, citosola, odnosno jedara, te isklju¢uju medusobnu kontaminaciju.

2.8. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana po metodi Lowry-a (1951) koja je
modifikovana po Markwell-u (1978). Metoda se koristi kada je o¢ekivana koncentracija
proteina u uzorku u opsegu od 1mg/ml do 10 mg/ml. Standard za odredivanje

koncentracije proteina je BSA u koncentracijama 0.2—-10 mg/ml.
Koris$¢eni su slede¢i reagensi:

Reagens A: 2 % Na,CO;3; + 0.4 % NaOH + 0.16 % Na-K-tartarat + 1 % SDS;
Reagens B: 4 % CuSOy4 x 5 H,0;
Reagens C: Reagens A: Reagens B (100:1), pravi se neposredno pre upotrebe;

Reagens D: Folin & Ciocalteus Phenol reagens se razblazuje u ddH,O u odnosu 1:1.

Postupak: Za svaki uzorak (BSA STANDARD/UZORAK) su uradena triplikatna
merenja. Slepa proba (blank) je sadrzala 900 pul ddH,O, bez proteina, dok je u ostale
epruvete dodavano po 10 pl rastvora BSA/UZORKA 1 ddH,0 do finalne zapremine od
900 pl. U epruvete je potom dodavano po 100 pul 1 M NaOH, dobro promesano i smesa
je inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga je dodavano 3 ml rastvora C,
ponovo promesano i ostavljeno da stoji 20 min. Po isteku tog vremena, dodavano je
0.3 ml reagensa D, promeSano i smesa je inkubirana 45 min na sobnoj temperaturi, do
razvijanja boje. Opticka gustina (OD) je merena na talasnoj duzini od 750 nm na

spektrofotometru S-30 Boeco, Nemacka.

Na osnovu OD7snm 0€itanih vrednosti za BSA konstruisana je prava i sa nje je odredivana

koncentracija proteina u uzorku na osnovu procitane OD750nm Za uzorak.
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2.9. Elektroforeza proteina i Western blot analiza

Ekspresija specifiénih molekula na nivou proteina ispitivana je Western blot analizom.
Analizirani su apoptotski proteini u P2 frakcijama izolovanim iz kore prednjeg mozga i
hipokampusa zivotinja podvrgnutih operaciji bilateralnih okluzija, kao 1 u subcelijskim
frakcijama izolovanim iz preceone kore i hipokampusa muzjaka pacova Wistar soja

podvrgnutih hroni¢nom tretmanu E-om, kao i kod odgovarajuc¢ih kontrola.

2.9.1. Priprema uzoraka i SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Koncentracije proteina u uzorcima su svedene na 2.5 mg/ml pomocu pufera za izolaciju.
Neposredno pred upotrebu alikvoti su pomeSani sa puferom za pripremu uzoraka
proteina za SDS-PAGE (2 x Sample Buffer) 1 B-merkaptoetanolom u odnosu 1:9. Posle

kuvanja na 100°C, 5 min, uzorci su ohladeni i nanoseni na SDS-poliakrilamid gel.

Proteini su razdvajani po molekulskoj masi na denaturiSu¢oj SDS-poliakrilamid gel
elektroforezi (Laemmli, 1970). Elektroforeza je radena na sistemu Mini Protean II (Bio
Rad). Proteini su prvo koncentrovani na 5 % gelu i potom razdvajani na 8 %, 10 % ili
12 % poliakrilamidnim (PAA) denaturiSu¢im gelovima u puferu za elektroforezu koji
sadrzi 0.25 M TRIS bazu, 0.192 M glicin 1 0.1 % SDS. Na gel nanoSeno je po 16 ul
pripremljenih uzoraka (~40 ng). Elektroforeza je trajala oko 90 min pri konstantnom
naponu od 100 V na sobnoj temperaturi. Posle elektroforeze gelovi su koriS¢eni za
Western blot analizu. Kao molekulski marker koridéen je Cruz Marker' ' Molecular
Weight Standards (Santa Cruz Biotechnology), koji se sastoji od 9 proteina razlicitih
molekulskih masa (250 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 36 kDa, 28 kDa,
17 kDai 11 kDa).

2.9.2. ,,Western blot*“ analiza

Nakon zavrSene elektroforeze, gelovi su potapani u pufer za transfer (20 % metanol,
0.025 M TRIS HCI, 0.192 M glicin, pH 8.3). PVDF membrana odgovarajuée veli¢ine
prvo je aktivirana 15 sek u 100 % metanolu, zatim 2 min ispirana ddH,0 1 potapana u
transfer pufer. Nakon 5—10 min, formiran je sendvi¢ koji se sastojao, redom, od jednog
papira Whatman GB003 (Whatman Inc, Velika Britanija), poliakrilamidnog gela, PVDF
membrane 1 jednog papira Whatman (svi natopljeni puferom za transfer). Ovako

napravljen ,,sendvi¢” postavljan je u ram aparata za transfer (Trans-Blott Cell, Bio Rad,
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SAD) 1 potopljen u pufer za transfer. Prenos proteina sa gela na PVDF membranu

odvijao se pri konstantnom naponu od 100 V, 60 min, na 4°C.

Nakon transfera, PVDF membrane su bojene 1 % rastvorom Ponceau S u 5 % siréetnoj
kiselini, da bi se utvrdila efikasnost tranfera. Boja Ponceau S uklanjana je ispiranjem
vodom. Potom su PVDF membrane inkubirane 1-2 h u puferu za blokiranje, 5 %
nemasnom mleku (NFM) u prahu ili 5 % BSA rastvorenom u TBST puferu (50 mM
TRIS HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20), na sobnoj temperaturi uz blago
muckanje. Nakon toga tretirana membrana je seCena na odredenim molekulskim
tezinama 1 inkubirana preko noci sa primarnim antitelima na PARP, mHsp70, a-tubulin,
c-jun, prokaspazu 3, secenu kaspazu 3, Bcl-2, Bax, citohrom ¢ i B-aktin, na 4°C.
Razblazenja primarnih antitela su slede¢a: PARP (1:1000, TBST, 5 % BSA), secena
kaspaza 3 (1:250, TBST, 5 % BSA); mHsp70, a-tubulin, c-jun, prokaspaza 3, Bcl-2 i
Bax (1:1000, TBST, 2.5 % NFM), citohrom c (1:250, TBST) i B-aktin (1:2500, TBST).
Po zavrSenoj inkubaciji sa primarnim antitelom, membrane su ispirane 5 X po 5 min
TBST puferom na sobnoj temperaturi uz blago muckanje. Nakon ispiranja, membrane
su inkubirane 1.5 h uz muckanje sa sekundarnim anti-mi§jim, anti-ze¢ijim ili anti-
kozjim antitelom konjugovanim sa HRP (razblaZenje 1:5000, TBST). Nakon inkubacije,

membrane su opet ispirane 5 x po 5 min u TBST puferu 1 nanoSen je ECL.

Membrane su inkubirane u ECL supstratu 5 min, nakon ¢ega su osusene, pokrivene
tankom folijjom 1 postavljane u kasete za razvijanje filma. Na pokrivenu membranu
postavljen je rendgen film (Fuji, Japan), pri ¢emu je duzina ekspozicije varirala od 1—
S min. Intenzitet signala na filmu odgovarao je koli¢ini specificnog proteina u
analiziranim uzorcima. Imunohemiluminescentni signal koji poti¢e poreklom od ciljnog

proteina kvantifikovan je denzitrometrijski u programu za analizu slike ImageJ.

2.10. Izolacija RNK i priprema uzoraka za RTqPCR

2.10.1. Izolacija RNK

Ukupna RNK je izolovana po TRIzol metodi prema uputstvu proizvodaca (Invitrogen,
SAD). Naime, 50-100 mg smrznutog tkiva (n=18-20 po eksperimentalnoj grupi)
homogenizovano je u 10 volumena TRIzol reagensa, u staklo-teflonskom homogenizeru

(Potter-Elvehjem) sa 8—10 pokreta tu¢kom. Nakon inkubacije na 37°C u trajanju od
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5 min, uzorci su centrifugirani na 12000 g, 15 min, na 4°C (Eppendorf 5417 Nemacka),

kako bi se odvojio nesolubilni materijal.

Smesa je potom zagrevana u termo-bloku na 37°C, 5 min da bi disosovali preostali
nukleo-proteinski kompleksi. Dodavano je 0.2 ml hloroforma na 1 ml koriS¢enog
TRIzol reagensa i tube su snazno muckane 15 sek. Uzorci su ponovo zagrevani u termo-

bloku na 37°C, 2—3 min i centrifugirani na 12000 g, 15 min, na 4°C.

Nakon centrifugiranja u tubama su razdvojene tri

faze:

1. donja, crveno-roza faza (hloroform);

vodena faza: RNK )
interfaza: DNK
|_.'

Slika 17. Faze izolacije RNK.

. interfaza, belicasta faza (fenol);

RNK se nalazi u vodenoj fazi, dok proteini, lipidi i DNK ostaju u donjoj i interfazi.
Zapremina vodene faze predstavlja oko 60 % pocetne zapremine TRIzola koriS¢enog za

homogenizaciju.

2.10.2. Precipitacija RNK

Gornja faza (sa rastvorenom RNK) je prebacivana u novu tubu i dodavana je ista
zapremina izopropanola. Posle inkubacije preko no¢i na -20°C uzorci su centrifugirani
na 12000 g, 10 min, na 4°C 1 supernatant je odbacivan. Talog koji sadrzi RNK je
resuspendovan u 0.5 ml hladnog 75 % etanola, dobro promuckan i centrifugiran na
7500 g, Smin, na 4°C. Dobijeni talog je osuSen na vazduhu

10—15 min i onda rastvoren u 100 pl sterilne vode sa 0.1 % DEPC-om.

2.10.3. Odredivanje koncentracije RNK

Koncentracija RNK odredena je spektrofotometrijski na aparatu Nano Drop (Thermo
Scientific, SAD), spektrofotometrijskim ocitavanjem na 260 nm. Stepen preciS¢enosti,
odnosno, kontaminacije uzorka odreden je iz odnosa apsorpcija na 260 nm i 280 nm

(odnos OD»g0: OD,go~ 2 ukazuje na odsustvo proteina u analiziranom uzorku).
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2.10.4. RNK elektroforeza

Integritet RNK odreden je elektroforezom ukupne RNK na 1.6 % agarozi, u trajanju od

30 min, pri konstantnoj voltazi od 100 V.

2.10.5. Reverzna transkripcija (RT)

Za sintezu cDNK iz RNK koris¢en je High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.
Ukratko, 2 pg totalne RNK koris¢eno je u reakciji reverzne transkripcije (MultiScribe™
Reverse Transcriptase 50 U/ul) u prisustvu 2 ul oligo(dT) prajmera, 0.8 ul 100 mM
dNTP miksa, 1 pul of RNase inhibitora i 10 x RT pufera u finalnoj zapremini 20 pl.

Sintetisane cDNK su ¢uvane na -20°C do upotrebe.

2.10.6. Odredivanje ekspresije gena za Bcl-2 i Bax tehnikom PCR-a u realnom
vremenu

Za odredivanje nivoa genske ekspresije razli¢itih apoptotskih molekula koris¢en je
SYBR green protokol i kvantitativni PCR u realnom vremenu (RTqPCR, 7500 Real-
time PCR System Applied Biosystems, SAD). cDNK umnozavana je koristi¢i prajmere
karakteristiéne za anti-apoptotski molekul Bcl-2 (Bcl-2, Tabela 2), pro-apoptotski
molekul Bax (Bax, Tabela 2) i tzv. ,,housekeeping” odnosno , kuéepaziteljske” gene za
ribozomalni protein L19 (eng. 60S ribosomal protein L19, RPL19) i gliceralaldehid 3-
fosfat dehidrogenazu (GAPDH, Tabela 2).

Za umnozavanje cDNK koriS¢eni su sledeci uslovi: denaturacija 95°C/15 s; vezivanje
prajmera 60°C/1 min, faza ekstenzije 60°C/1 min i finalna ekstenzija 72°C/5 min.
Paralelno sa svakom PCR reakcijom, dobijena je i kriva topljenja proizvoda radi
utvrdivanja njegove specifi¢nosti. Apsolutne vrednosti ekspresije iRNK svih uzoraka su
normalizovane na signal RPLI19 ukljucen u svaku RTqPCR reakciju. U cilju procene
efikasnosti amplifikacije (E) za svaki par prajmera koriS¢ene su standardne krive.
Efikasnost amplifikacije je dobijena iz nagiba krive (Ct-pocetak detektibilne
amplifikacije u funkciji logaritma koncentracije ¢cDNK) (Rutledge i Cote, 2003).
Efikasnost PCR reakcije bila je slicna za sve parove prajmera i kretala se u opsegu
0.96-0.99 (maksimalna moguca efikasnost je 1). Kvantifikacija relativne koli¢ine

transkripata je radena koriS¢enjem AACt (Livak i Schmittgen, 2001).
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3. StatistiCka obrada rezultata

Rezultati analize DNK fragmentisanost su predstavljeni kao srednje vrednosti dobijene
iz dva nezavisna eksperimenta = SEM (standardna greska merenja) na osnovu formule
% fragmentisane DNK = (OD600 nmT / OD600 nm (T + B)) x 100, 7= fragmentisana
DNK, B=intaktna DNA izolovane iz kore prednjeg mozga, preCeone Kkore 1
hipokampusa kontrolnih pacova i pacova podvrgnutih bilateralnim okluzijama, kao 1
zivotinja tretiranih E 1 njihovih odgovarajucih kontrola. Statisticki znacajne razlike
izmedu eksperimentalnih grupa su odredene koriS¢enjem jednofaktorijalne analiza
varijanse (engl. one way analysis of variance ANOVA), pra¢ene odgovaraju¢im
»multiple range” testom (7Tuckey post hock test). Statisti¢ki znaCajne razlike su one ¢ija

je p vrednost bila manja od 0.05.

Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blotom je izvrSena denzitometrijskom
analizom signala u programu za analizu slike ImageJ (Image Processing and Analysis in
Java). Svi eksperimenti su ponovljeni dva puta, svaki put sa novom grupom kontrolnih
jedinki i zivotinja podvrgnutim bilateralnim okluzijama, kao Zivotinja tretiranih E 1
njihovim odgovaraju¢im kontrolama. Izmerene vrednosti OD signala su korigovane u
odnosu na pozadinu i izraZene u arbitrarnim jedinicama (count). Za Western blot sve
vrednosti su izraZzene u odnosu na f-aktin sa istog blota, dok su u RTqPCR analizi sve
vrednosti izrazene u odnosu na RPLI9 iz istth uzoraka; svi rezultati su potom
predstavljeni kao procenat od odgovarajuce kontrole. Rezultati su izraZzeni kao srednja
vrednost + SEM. Obrada rezultata je uradena u softverskom programu Origin, verzija
7.0 (Jandel Corporation, SAD). Za procenu statisticke znacajnosti je koriS¢ena
jednofaktorijalna ANOVA 1 post hoc Tukey test. Za sve testove predpostavljena

statisticka znacajnost je p < 0.05.
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Rezultati

1. Efekat operacije podvezivanja zajednickih Kkarotidnih
arterija na smrtnost i telesnu masu jedinki

Lazno operisane zivotinje (Sh), koje su sluzile kao kontrola, ispoljile su nisku incidencu
smrtnosti, dok je kod jedinki podvrgnutih operaciji podvezivanja zajednickih karotidnih
arterija (2VO) stopa smrtnost bila najveca u vremenskom periodu 12-24 h nakon
operacije, nakog Cega je opadala sa protokom vremena. Ukupna stopa smrtnosti bila je
oko 13 %, sto je u skladu sa rezultatima studija drugih autora (Tanaka i saradnici, 1999;

Fujishima i saradnicil, 1976; Ogata i saradnici, 1976; Payan i saradnici, 1965).

Na pocetka eksperimenta prosec¢na telesna masa zivotinja iznosila je 339+ 10g. U
postoperativnim danima (PD) 3 1 7, zapazen je znaCajan gubitak telesne mase u obe
eksperimentalne grupe (Tabela 3). U najkasnijoj proucavanoj tacki, zabelezeno je
povecanje telesne mase kod svih jedinki, ali je uofena i manja razlika izmedu

eksperimentalnih grupa (Tabela 3).

Tabela 3. Efekat laZne operacije i zahvata podvezivanja zajednickih karotidnih arterija
na telesnu masu jedinki.

LaZno-operisane

Eksperimetalna grupa 2VO Zivotinje

Zivotinje
Telesna masa (g) 3 dana nakon zahvata 306 £ 10 * 303+ 12¢
Telesna masa (g) 7 dana nakon zahvata 315+7 * 311+9%
Telesna masa (g) 90 dana nakon zahvata 412+ 14 * 382+ 6%

Rezultati predstavijaju srednju vrednost merenja + SEM; statisticki znacajne razlike su
odredene Studentovim t-testom u odnosu na pocetnu telesnu masu jedinki (" p < 0.05 pocetna
telesna masa vs. lazno operisane, “ p < 0.05 pocetna masa vs. 2VO Zivotinje, * p < 0.05 lazno
operisane vs. 2VO Zivotinje).

2. [Efekat moZdane hipoperfuzije na broj mrtvih Celija u
kori prednjeg mozga i hipokampusu

U zadatom model sistemu, u vremenskim tackama 3 i1 7 dana u kori prednjeg mozga

(Ctx) 1 hipokampusu (Hipp) pomocu Flouro-Jade B bojenja detektovane su znacajne

promene u broju specifi¢no obojenih mrtvih ¢elija, dok 90 dana nakon zahvata kod 2VO

zivotinja u odnosu na odgovarajuéu lazno operisanu grupu Zzivotinja nisu uocene

znacajne razlike (Slika 184). Kvantitativna analiza preseka Ctx 1 Hipp nakon Fluoro-

Jade B bojenja je prikazana na Slici 18B.
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Da bi se ispitao nacCin umiranja ¢elija u Ctx i Hipp nakon nametanja stanja mozdane
hipoperfuzije, preseci su dodatno bojeni sa Hoechst 33258, plavom fluorescentnom
bojom koja se specificno vezuje za DNK. Naime, u PD 3 i PD 7 u obe ispitivane
mozdane strukture uoceno je vise od jednog preklapanja, sto ukazuje da ¢elije odumiru
putem apoptoze (Slika 18B). Takode, treba istaci da je u okviru Ctx, na nivou prec¢eone
kore (Pfc) detektovan najveci broj umrlih ¢elija, shodno tome pri prouc¢avanju efekata
hroni¢nog tretmana estradiola u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije koriséen je

ovaj anatomski region.

3. Fragmentacija jedarne DNK u kori prednjeg mozga i
hipokampusu Zivotinja izloZenih podvezivanju
zajednickih karotidnih arterija

U sledec¢em setu eksperimenata, u mozdanim strukturama— Ctx i Hipp, odredivan je

nivo fragmentacije DNK 1 izrazavan kao procenat od ukupne nefragmentisane

genomske DNK (Filipkowski i saradnici, 1994). Kao $to se moze videti na Slici 19, u

vremenski zavisnom odgovoru na stanje mozdane hipoperfuzije, nivo fragmentacije

DNK u Ctx u prve dve ispitivane vremenske tacke bio je znatno visi, dok je u PD 90 bio

na nivou odgovarajuce lazno operisane grupe. U Hipp, nivo fragmentacije DNK bio je

samo u PD 7 znatno visi u odnosu na lazno operisane zZivotinje (Slika 19).
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Slika 18. Efekti moZdane hipoperfuzije na broj specificno obojenih apoptotskih Celija

u preceonoj kori i hipokampusu. Reprezentativne slike Fluoro-Jade B (A)
bojenja i dvojnog Fluoro-Jade B i Hoechst 33258 bojenja (B) preseka
preceone kore i hipokampusa lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova
podvrgnutih trajnom podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO).
Degenerisani neuroni su obeleZzeni strelicama. Kvantifikacija broja
degenerisanih celija predstavijena je kao srednja vrednost = SEM (C).
Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima one way ANOVA i post
hoc Tukey; * oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p < 0.05) u preceonoj kori; # oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu (p < 0.05) u hipokampusu.
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Slika 19. Efekat moZdane hipoperfuzije na DNK fragmentaciju u preceonoj kori i
hipokampusu pacova. Kvantifikacija kolicine fragmentisane DNK u kori
prednjeg mozga i hipokampusu kod lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova
podvrgnutih trajnom podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO).
Vrednosti dobijene iz dva nezavisna eksperimenta (izracunate po sledecoj
formuli: % DNK  fragmenata= (ODgppumT/ODspoym(T+B))  x 100,
T= fragmentisana DNK, B= nefragmentisana DNK izolovana iz mozZdanog
tkiva Zivotinja) predstavijene su kao srednja vrednost + SEM i izrazene kao
procenat od odgovarajuce kontrole. Statisticki znacajne razlike odredivane su
testovima one way ANOVA i post hoc Tukey, * oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) u preceonoj kori; #oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) u hipokampusu.

4. [Efekat mozdane hipoperfuzije na regulatore apoptoze u
kori prednjeg mozga i hipokampusu

Nakon analize fragmentisanosti jedarne DNK 1 Fluoro-Jade B bojenja, ispitivan je

efekat mozdane hipoperfuzije na ekspresiju apoptotskih molekula u gruboj

membranskoj frakciji (P2) Ctx i Hipp odraslih muZjaka pacova u tri razli¢ite vremenske

tacke nakon operacije.

4.1. Vremenski zavisan odgovor kore prednjeg mozga i hipokampusa
u stanju mozdane hipoperfuzije

U cilju analize efekta moZzdane hipoperfuzije na pokretanje apoptoze mitohondrijskim
putem, pracen je nivo pro- i anti-apoptotskih Clanova Bcl-2 familije: Bcl-2 1 Bax

proteina.
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Analiza ekspresije Bcl-2 proteina je pokazala statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa u obe ispitivane mozdane strukture u ranim vremenskim
tackama (p < 0.001, Slika 20), dok je njegova ekspresija bila nepromenjena 90 dana
nakon zahvata (Slika 20).
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Slika 20. Efekat moZdane hipoperfuzije na ekspresiju Bcl-2 proteina u kortikalnoj i
hipokampalnoj P2 frakciji. Reprezentativni imunoblotovi za Bcl-2 protein
(A) lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih trajnom
podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO). Kvantifikacija proteinske
ekspresije za Bcl-2 iz dva nezavisna eksperimenata predstavijena kao srednja
vrednost + SEM i izraZena kao procenat od odgovarajuce kontrole (B).
Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima one way ANOVA i post
hoc Tukey; *** oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p < 0.001) u kori prednjeg mozga, ### oznacava statisticki znacajnu razliku
u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u hipokampusu.

Kao §to je prikazano na Slici 21, u Ctx koncentracija Bax proteina je znacajno
povecanja kod 2VO zivotinja 3 1 7 dana nakon operacije u odnosu na lazno operisane
zivotinje (p <0.001), dok je nakon 90 dana bila nepromenjena. U poredenju sa lazno
operisanom grupom, sadrzaj Bax proteina je statisticki znacajno povecan u P2 frakciji
Hipp u PD 7 (p <0.001, Slika 21), dok u ostalim ispitivanim vremenskim tackama je
bio nepromenjen (Slika 21).
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Slika 21. Efekat moZdane hipoperfuzije na ekspresiju Bax proteina u kortikalnoj i
hipokampalnoj P2 frakciji. Reprezentativni imunoblotovi za Bax protein (A)
lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih trajnom podvezivanju
zajednickih karotidnih arterija (2VO). Kvantifikacija proteinske ekspresije za
Bax iz dva nezavisna eksperimenata predstavljena kao srednja
vrednost = SEM i izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole (B).
Statisticki znacajne razlike su odredivane testovima one way ANOVA i post
hoc Tukey, *** oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p < 0.001) u kori prednjeg mozga, ### oznacava statisticki znacajnu razliku
u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u hipokampusu.

Ravnoteza izmedu pro- i anti-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije je od kljucne vaznosti
za sudbinu celije. Direktno uporedivanje nivoa Bcl-2 i Bax proteina u P2 frakcijama
izolovanim iz Ctx ukazuje da mozdana hipoperfuzija smanjuje odnos Bcl-2/Bax
proteina i pomera ovu fino regulisanu ravnotezu ka pro-apoptotskom molekulu Bax u
ranim ispitivanim vremenskim tackama (p < 0.01 Slika 22). U Hipp, ovaj odnos je ostao
nepromenjen u vremenskim tackama 3 1 90, 1 statisticki znacajno smanjen 7 dana nakon

operacije (p <0.01, Slika 22).
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Slika 22. Efekat moZdane hipoperfuzije na relativan odnos Bcl-2/Bax proteina u
kortikalnoj i hipokampalnoj P2 frakciji. Kvantifikacija relativnog odnosa
Bcl-2/Bax proteina lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih
trajnom podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO). Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti +SEM dobijene iz dva nezavisna
eksperimenta. Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima one way
ANOVA i post hoc Tukey, ** oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu (p <0.01) u kori prednjeg mozga, ## oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.01) u hipokampusu.

Prokaspaza 3 je protein koji se konstitutivho eksprimira u mozgu. Pod dejstvom

razli¢itih stimulusa ona se seCe i aktivira, ¢ime nastaje kaspaza 3 koja dovodi do

degradacije vise od 40 razli¢itih proteina, izmedu ostalih i jedarnog enzima PARP.

Dobijeni rezultati, analizom proteinske ekspresije prokaspaze 3, pokazuju statisticki

znacajno povecanje koncentracije prokaspaze 3 u P2 frakcijama

Ctx 1 Hipp u obe rane vremenske tacke (p <0.001, Slika 23), dok se u PD-u 90

ekspresija ispitivanog proteina nije promenila ni u jednoj od dve ispitivane mozdane

strukture (Slika 23).
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Slika 23. Efekat moZdane hipoperfuzije na ekspresiju proteina prokaspaze 3 u
kortikalnoj i hipokampalnoj P2 frakciji. Reprezentativni imunoblotovi za
prokaspazu 3 (A) lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih
trajnom podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO). Kvantifikacija
proteinske ekspresije za prokaspazu 3 iz dva nezavisna eksperimenta
predstavijena je kao srednja vrednost = SEM i izrazena kao procenat od
odgovarajuce kontrole (B). Statisticki znacajne razlike odredivane su
testovima one way ANOVA i post hoc Tukey, ***oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u kori prednjeg mozga;,

### oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u
hipokampusu.

U istim eksperimentalnim uslovima, detektovano je povecanje ekspresije zrele
kaspaze 3 u PD3 i PD 7 u obe mozdane strukture (Slika 24), dok je u najkasnijoj

ispitivanoj vremenskoj tacki bila nepromenjena.
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Slika 24. Efekat moZdane hipoperfuzije na ekspresiju proteina kaspaze3 u
kortikalnoj i hipokampalnoj P2 frakciji. Reprezentativni imunoblotovi za
kaspazu 3 (A) lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih trajnom
podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO). Kvantifikacija proteinske
ekspresije za kaspazu 3 iz dva nezavisna eksperimenta predstavijena je kao
srednja vrednost = SEM i izraZena kao procenat od odgovarajuce kontrole
(B). Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima one way ANOVA i
post hoc Tukey; ***oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu (p <0.001) u kori prednjeg mozga; ### oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u hipokampusu.

PARP je enzim ukljucen u reparaciju DNK (Satoh i Lindahl, 1992), ¢ime se omogucava
prezivljavanje ¢elije. Ovaj protein moze biti iseCen od strane mnogih ICE-sli¢nih
kaspaza u in vitro uslovima (Lazebnik i saradnici, 1994) i jedan je od glavnih meta
kaspaze 3 u in vivo uslovima (Schlegel i saradnici, 1996; Tewari i saradnici, 1995).
Iseceni PARP protein doprinosi naruSavanju celijskog integriteta 1 sluzi kao marker
¢elija koje ulaze u apoptozu. Analiza ekspresije celovitog PARP (116 kDa) ni u jednoj
od dve ispitane moZzdane strukture nije pokazala znacajne razlike izmedu Zivotinja
podvrgnutih laznoj operaciji i 2VO zivotinja (Slika 25) u PD 3. U sledecoj ispitivanoj
vremenskoj tacki, uo€eno je statisticki znacajno povecanje ekspresije u Hipp (p < 0.001,
Slika 25), dok je ekspresija istog proteina u Ctx bila nepromenjena. Kao §to se moze

videti na Slici 25, u PD 90 ekspresija celovitog PARP nije bila promenjena.
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Slika 25. Efekat moZdane hipoperfuzije na ekspresiju celovitog PARP proteina u
kortikalnoj i hipokampalnoj P2 frakciji. Reprezentativni imunoblotovi za
PARP protein (A) lazno operisanih Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih
trajnom podvezivanju zajednickih karotidnih arterija (2VO). Kvantifikacija
proteinske ekspresije za PARP protein iz dva nezavisna eksperimenta
predstavljena je kao srednja vrednost = SEM i izrazena kao procenat od
odgovarajuce kontrole (B). Statisticki znacajne razlike odredivane su
testovima one way ANOVA i post hoc Tukey; ### oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u hipokampusu.

U poredenju sa lazno operisanim Zivotinjama ekspresija seCenog velikog fragmenta
ovog proteina (89 kDa) u Ctx bila je znacajno povecana 3 i 7 dana nakon zahvata
(p <0.001, Slika 26). U Hipp njegova ekspresija nije bila promenjena u PD 3 1 PD 90, a
nakon 7 dana bila je statisti¢ki znac¢ajno povecana kod 2VO zZivotinja u odnosu na lazno

operisane (p < 0.001, Slika 26).
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Slika 26. Efekat moZdane hipoperfuzije na ekspresiju secenog fragmenta PARP
proteina u kortikalnoj i hipokampalnoj P2 frakciji. Reprezentativni
imunoblotovi za seceni fragment PARP proteina (A) lazno operisanih
Zivotinja (Sh) i pacova podvrgnutih trajnom podvezivanju zajednickih
karotidnih arterija (2VO). Kvantifikacija proteinske ekspresije za seceni
fragmenat PARP proteina iz dva nezavisna eksperimenta predstavijena je kao
srednja vrednost + SEM i izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole
(B). Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima one way ANOVA i
post hoc Tukey;, ***oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu (p < 0.001) u kori prednjeg mozga, ### oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u hipokampusu.
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5. Odgovor precCeone kore i hipokampusa na tretman
estradiolom u stanju hroni¢ne mozdane hipoperfuzije

Kako je utvrdeno postojanje vremenski zavisnog odgovora i pokazano da se u nekim
regionima kore prednjeg mozga uocava veci broj umrlih Celija, dalje je proucavan
efekat hroni¢nog tretmana estradiolom (E) na distribuciju pojedinih apoptotskih
molekula u ¢elijskim frakcijama preceone kore Pfc i Hipp u stanju nametnute mozdane
hipoperfuzije.

Cisto¢a izolovanih subéelijskih frakcija pre¢eone kore i hipokampusa proverena je i
potvrdena koriS¢enjem antitela na c-jun za jedarnu frakciju (nuk), a-tubulin za citosolnu

frakciju (cit) i mHsp70 za mitohondrijsku frakciju (mth) (Slika 27.).

Preceona kora Hipokampus
nuk cit mth nuk cit mth
c-jun ~40 kDa c-jun | ~40 kDa
o tubilin — ~50kDa  atubilin 4 ~50 kDa

Hsp70

o -

Slika 27. Provera Ccistoce subcelijskih frakcija izolovanih iz preceone kore i
hipokampusa.

5.1. [Efekat hroni¢nog tretmana estradiolom na broj mrtvih ¢elija u
preceonoj kori i hipokampusu u stanju mozZdane hipoperfuzije

Da bi se ispitao neuroprotektivni efekat hroni¢nog tretmana estradiolom na broj mrtvih
¢elija u preceonoj kori i hipokampusu u stanju mozdane hipoperfuzije, odrasli muZzjaci
pacova Wistar soja tretirani su 7 dana intraperitonealnim injekcijama u ranim jutarnjim
satima. U obe ispitivane moZzdane strukture pomoc¢u Fluoro-Jade B bojenja detektovano
je znaajno smanjenje broja specificno obojenih mrtvih ¢elija nakon E tretmana u
odnosu na kontrolne odnosno 2VO Zivotinje (Slika 28). Takode, preseci dodatno bojeni
sa Hoechst 33258, pokazali su manji broj mesta preklapanja, sto je ukazalo na redukciju

apoptotskih procesa (Slika 28).
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Slika 28. Efekti hronicnog tretmana estradiolom na broj specificno obojenih
apoptotskih Celija u stanju nametnute moZdane hipoperfuzije u preceonoj
kori i hipokampusu. Reprezentativne slike Fluoro-Jade B (4) i dvojnog
Fluoro-Jade B i Hoechst 33258 bojenja (B) preseka preceone kore i
hipokampusa kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih
estradiolom (2VO+E). Degenerisani neuroni obelezeni su strelicama.
Kvantifikacija broja degenerisanih celija predstavljena je kao srednja
vrednost = SEM (C). Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima
one way ANOVA i post hoc Tukey; * oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu (p < 0.05) u preceonoj kori; #oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu(p < 0.05) u hipokampusu.
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5.2. Fragmentacija jedarne DNK u preceonoj kori i hipokampusu
Zivotinja izloZenih hroni¢nom tretmanu estradiolom u stanju
nametnute moZdane hipoperfuzije

U odgovoru na hroni¢an E tretman, nivo fragmentacije DNK u preceonoj kori i1
hipokampusu bio je smanjen u odnosu na nivo odgovarajuce kontrolne grupe zivotinja

(Slika 29).

100

=

DNK fragmentacija (% od kontrole)

2VO+V 2VO+E 2VO+V 2VO+E

Preceona kora Hipokampus

Slika 29. Efekat hroni¢nog tretmana estradiolom na DNK fragmentaciju u
preceonoj kori i hipokampusu pacova u stanju nametnute moZdane
hipoperfuzije. Kvantifikacija kolicine fragmentisane DNK u preceonoj kori i
hipokampusu kod kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih
estradiolom (2VO+E). Vrednosti dobijene iz dva nezavisna eksperimenta
(izracunate ~ po  sledecoj  formuli: % DNK  fragmenata =
(OD 600umT/ODs0oum(T+B)) x 100, T= fragmentisana DNK,
B= nefragmentisana DNK izolovana iz mozdanog tkiva Zivotinja)
predstavljene su kao srednja vrednost +SEM i izraZene kao procenat od
odgovarajuce kontrole. Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima
one way ANOVA i post hoc Tukey,; * oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu (p < 0.05) u preceonoj kori; ## oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.01) u hipokampusu.

5.3. [Efekat tretmana estradiolom na subcelijsku distribucija i gensku
ekspresiju Bcl-2 i Bax u preceonoj kori i hipokampusu u stanju
hroni¢ne mozdane hipoperfuzije

Kao $§to je prikazano na Slici 28, u P2 frakciji izolovanoj iz Hipp koncentracija Bel-2
proteina znacajno je povecana kod E tretiranih Zivotinja u odnosu na odgovarajucu
kontrolnu grupu (121.85+6.93, p <0.05), dok analiza ekspresije istog proteina u

preceonoj kori nije pokazala statistiCki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa.
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U kortikalnoj citosolnoj frakciji, ekspresija Bcl-2 proteina bila je nepromenjena (Slika
30), dok je nivo ispitivanog proteina bio umereno, ali statisticki znac¢ajno povecan u
mitohondrijskoj frakciji (124.74 £4.71, p <0.05, Slika 30). Kao §to je prikazano na
Slici 30 ispitivanjem subcelijske distribucije Bcl-2 proteina u Hipp pokazano je da E
dovodi do povecanja nivoa ovog proteina u mitohondrijskoj frakciji (131.84 +3.03,

p<0.01).
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Slika 30. Efekat hronicnog tretmana estradiolom na ekspresiju Bcl-2 proteina u
subdelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u stanju
nametnute moZdane hipoperfuzije. Reprezentativni imunoblotovi za Bcl-2
protein (A) u P2, citosolnoj i mitosolnoj frakciji preceone kore i hipokampusa
kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih estradiolom (2VO+E).
Kvantifikacija proteinske ekspresije za Bcl-2 iz dva nezavisna eksperimenta
predstavljena je kao srednja vrednost + SEM i izraZena kao procenat od
odgovarajuce kontrole (B). Statisticki znacajne razlike odredivane su
testovima one way ANOVA i post hoc Tukey, * oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) u preceonoj kori; #oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) i ## oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.01) u hipokampusu.

U obe ispitivane mozdane strukture, u P2 frakciji, kao 1 u citosolnoj frakciji, ekspresija

Bax proteina nije bila statisticki znacajno promenjena nakon E tretmana (Slika 29). U
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mitohondrijskoj frakciji Pfc, njegova koncentracija je bila nepromenjena, dok je u Hipp

bila statisticki znacajno smanjena (p < 0.01, Slika 31).
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Slika 31. Efekat hronicnog tretmana estradiolom na ekspresiju Bax proteina u
subdelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u stanju
nametnute mozdane hipoperfuzije. Reprezentativni imunoblotovi za Bax
protein (4) u P2, citosolnoj i mitosolnoj frakciji preceone kore i hipokampusa
kontrolne grupe zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih estradiolom (2VO+E).
Kvantifikacija proteinske ekspresije za Bax iz dva nezavisna eksperimenta
predstavijena je kao srednja vrednost = SEM i izrazena kao procenat od
odgovarajuce kontrole (B). Statisticki znacajne razlike odredivane su
testovima one way ANOVA i post hoc Tukey, ## oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.01) u hipokampusu.

Direktno uporedivanje nivoa Bcl-2 i Bax proteina u P2 frakcijama Pfc i Hipp ukazuje da
hroni¢an E tretman dovodi do statisticki znacajnog povecanja odnosa Bcl-2/Bax
proteina, $to pomera ovu fino regulisanu ravnotezu ka anti-apoptotskom molekulu Bcl-2
(126.73 £4.94, p<0.05 u preCeonoj kori, odnosno 144.56+9.98, p<0.01 u
hipokampusu, Slika 30). U mitohondrijskoj subcelijskoj frakciji preceone kore i
hipokampusa nakon E hroni¢nog tretmana u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije,
odnos Bcl-2/Bax proteina je statisticki znacajno povecan i pomeren ka anti-apoptotskom

molekulu Bel-2 (p <0.01, Slika 32).
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Slika 32. Efekat hronicnog tretmana estradiolom na relativan odnos Bcl-2/Bax
proteina u subcelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u
stanju nametnute moZdane hipoperfuzije. Kvantifikacija relativnog odnosa
Bcl-2/Bax proteina u P2, citosolnoj i mitosolnoj frakciji preceone kore i
hipokampusa kod kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih
estradiolom (2VO-+E). Vrednosti dobijene iz dva nezavisna eksperimenta
predstavijene su kao srednja vrednost +SEM i izraZene kao procenat od
odgovarajuce kontrole. Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima
one way ANOVA i post hoc Tukey * oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu (p < 0.05) i ** oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu (p < 0.01) u preceonoj kori; ## oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.01) u hipokampusu.

Efekat hroni¢nog E tretmana u regulaciji genske ekspresije praen je merenjem nivoa

iRNK za Bcl-2 1 Bax u Pfc i Hipp.

Izabrani geni su ukljuceni u regulaciju stimulusom posredovanih aktivnosti centralnog
nervnog sistema, odnosno, produkti ovih gena su neophodni za kontrolu i regulaciju
ekspresije proteina koji podsticu ili usporavaju procese prezivljavanja i/ili apoptoze u

¢elijama nervnog sistema na nivou mitohondrija (Meffert 1 Baltimore, 2005).

Kwvalitet 1 integritet ukupne RNK je analiziran na agaroznom gelu (Slika 33); u svakom

uzorku su uocljive 28 S i 18 S subjedinice koje odgovaraju ribozomskoj RNK.
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PreCeona kora Hipokampus
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Slika 33. Provera kvaliteta i integriteta ukupne izolovane RNK. Agarozna
elektroforeza ukupne RNK (5 ug po uzorku) izolovanih iz preceone kore i
hipokampusa kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih
estradiolom (2VO+E). Oznacene su pozicije 28 S i 18 S subjedinice
ribozomalnih RNK.

U zadatim eksperimentalnim uslovima, svi ispitivani geni su konstitutivno eksprimirani

u obe mozdane strukture kod 2VO pacova tretiranih uljem.

U poredenju sa odgovarajuéom kontrolnom grupom zivotinja, u pre¢eonoj kori,
hroni¢an E tretman nije uzrokovao promenu ekspresije gena za Bcl-2 (Slika 34A) ali je
znacajno smanjio ekspresiju gena za Bax (p < 0.001, Slika 344). Nivo ekspresije iIRNK
za Bcl-2 u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije je bio znacajno povecan nakon
zavrSetka hroni¢nog E tretmana u hipokampusu (p < 0.05, Slika 34B), dok je ekspresija
gena za Bax u istoj moZdanoj strukturi bila statisti¢ki znacajno smanjena (p <0.001,

Slika 34B).

Kao §to je pokazano na Slici 344, B, odnos iRNK za anti- 1 pro-apoptotske molekule

Bcl-2 familije je znacajno povecan u obe ispitivane mozdane strukture (p < 0.001).
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Slika 34. Efekat hroni¢nog tretmana estradiolom na ekspresiju gena za Bcl-2 i Bax
u preceonoj kori i hipokampusu pacova u stanju nametnute moZdane
hipoperfuzije. Kvantifikacija genske ekspresije za Bcl-2 i Bax, kao i odnos
Bcl-2/Bax iRNK u preceonoj kori (A) i hipokampusu (B) kontrolne grupe
zZivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih E2 (2VO+E). Dobijene vrednosti
predstavljene su kao srednja vrednost £ SEM i izrazene kao procenat od
odgovarajuce kontrole. Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima
one way ANOVA i post hoc Tukey, *** oznacava statisticki znacajnu razliku
u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u preceonoj kori; # oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) i ### oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u hipokampusu.
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5.4. Efekat tretmana estradiolom na subcdelijsku distribucija pro-
apoptotskih enzima— citohroma ¢, prokaspaze3, secene
kaspaze 3 i PARP u preceonoj kori i hipokampusu u stanju
hroni¢ne moZdane hipoperfuzije

U Pfc nakon E tretmana sadrzaj citohrom C proteina bio je statisticki znac¢ajno smanjen

u citosolnoj frakciji (p < 0.001, Slika 35) u odnosu na 2VO grupu tretiranu uljem, dok je

u mitohondrijskoj frakciji bio nepromenjen (Slika 35). U Hipp uocen je isti obrazac

ekspresije ispitivanog proteina (p < 0.01, Slika 35).
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Slika 35. Efekat hronicnog tretmana estradiolom na ekspresiju citohrom C proteina

u subéelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u stanju
nametnute moZdane hipoperfuzije. Reprezentativni imunoblotovi za
citohrom C (A) u citosolnoj i mitosolnoj frakciji preceone kore i hipokampusa
kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih estradiolom (2VO+E).
Kvantifikacija proteinske ekspresije citohroma C iz dva nezavisna
eksperimenta predstavljena je kao srednja vrednost = SEM i izrazena kao
procenat od odgovarajuce kontrole (B). Statisticki znacajne razlike
odredivane su testovima one way ANOVA i post hoc Tukey; *** oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001) u preceonoj
kori; ## oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p < 0.01) u hipokampusu.
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U zadatim eksperimentalnim uslovima, koncentracija prokaspaze 3 (Slika 36A4, B) i
seCene kaspaze 3 (Slika 374, B) bila je nepromenjena u P2 frakcijama izolovanim iz
Pfc 1 Hipp pacova podvrgnutih trajnom podvezivanju zajednic¢kih karotidnih arterija
nakon hroni¢nog E tretmana. Ukupna koncentracija prokaspaze 3 je bila statisticki
znaCajno smanjena u citosolu obe mozdane strukture (61.86+7.19, p <0.01 u Pfc,
odnosno 72.66 £ 11.59, p <0.05 u Hipp, Slika 364, B), dok je ekspresija seCene
kaspaze 3 bila statisticki znacajno smanjenja u citosolu Pfc (57.02 £6.82, p <0.01,
Slika 37A4, B) i nepromenjena u citosolu Hipp (86.88 = 8.22, Slika 37A, B).
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Slika 36. Efekat hronicnog tretmana estradiolom na ekspresiju prokaspaze 3 u
subdelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u stanju
nametnute mozZdane hipoperfuzije. Reprezentativni imunoblotovi za
prokaspazu 3 (A) u P2 i citosolnoj frakciji preceone kore i hipokampusa
kontrolne grupe zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih estradiolom (2VO+E).
Kvantifikacija proteinske ekspresije za prokaspazu 3 iz dva nezavisna
eksperimenta predstaviljena je kao srednja vrednost + SEM i izrazena kao
procenat od odgovarajuée kontrole (B). Statisticki znacajne razlike
odredivane su testovima one way ANOVA i post hoc Tukey; ** oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.01) u preceonoj kori;
# oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) u
hipokampusu.
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Slika 37. Efekat hronic¢nog tretmana estradiolom na ekspresiju seCene kaspaze 3 u
subdelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u stanju
nametnute moZdane hipoperfuzije. Reprezentativni imunoblotovi za secenu
kaspazu 3 (A) u P2 i citosolnoj frakciji preceone kore i hipokampusa
kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih estradiolom
(2VO+E). Kvantifikacija proteinske ekspresije za secenu kaspazu 3 iz dva
nezavisna eksperimenta predstavijena je kao srednja vrednost + SEM i
izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole (B). Statisticki znacajne
razlike odredivane su testovima one way ANOVA i post hoc Tukey,
*¥* oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.001)
u preceonoj kori.

U P2 frakcijama izolovanim iz Pfc i Hipp Zivotinja sa trajno podvezanim zajednickim
karotidnim arterijama, ekspresija celovitog PARP nepromenjena je nakon hroni¢nog E
tretmana (Slika 384, B). U poredenju sa odgovaraju¢om kontrolnom grupom, u istoj
ispitivanoj Celijskoj frakciji, sadrzaj velikog seCenog fragmenta PARP (89 kDa)
statisticki je znac¢ajno smanjen u Pfc (p < 0.01, Slika 394, B) nakon E tretmana, dok je
u Hipp njegova ekspresija bila nepromenjena (Slika 394, B).
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U ovoj doktorskoj disertaciji je takode ispitivana i subcelijska distribucija PARP
proteina nakon hroni¢nog E tretmana u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije. U
pogledu celokupnog PARP proteina u citosolnoj frakciji Pfc i Hipp ANOVA nije
pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu analiziranih grupa, dok je u jedarnoj

frakciji Pfc uoceno povecanje sadrzaja celovitog PARP (p <0.001, Slika 384, B).

U zadatim eksperimentalnim uslovima, u citosolnoj frakciji Pfc ekspresija seCenog
velikog fragmenta PARP bila je statisticki znacajno smanjena (p <0.01, Slika 394, B),
isti obrazac je uocen i u Hipp (p <0.05, Slika 394, B). U odnosu na odgovarajuce
kontrolne jedinke, kod 2VO Zivotinja tretiranih estradiolom, u jedarnoj frakciji
detektovano je smanjenje koncentracije ispitivanog proteina u Pfc (p <0.01, Slika 394,

B), dok je u Hipp bila nepromenjena (Slika 394, B).
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Slika 38. Efekat hroni¢nog tretmana estradiolom na ekspresiju celovitog PARP
proteina u subcelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa pacova u
stanju nametnute moZdane hipoperfuzije. Reprezentativni imunoblotovi za
PARP protein (A) u P2, citosolnoj i nukleosolnoj frakciji preceone kore i
hipokampusa kontrolne grupe Zivotinja (2VO+V) i pacova tretiranih
estradiolom (2VO+E). Kvantifikacija proteinske ekspresije za celokupni
PARP iz dva nezavisna eksperimenta predstavijena je kao srednja
vrednost = SEM i izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole (B).
Statisticki znacajne razlike odredivane su testovima one way ANOVA i post
hoc Tukey, *** oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p < 0.001) u preceonoj kori.
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Slika 39. Efekat hronicnog tretmana estradiolom na ekspresiju seCenog fragmenta
PARP proteina u subcelijskim frakcijama preceone kore i hipokampusa
pacova u stanju nametnute moZdane hipoperfuzije. Reprezentativni
imunoblotovi za seceni fragment PARP proteina (A) u P2, citosolnoj i
nukleosolnoj frakciji preceone kore i hipokampusa kontrolne grupe Zivotinja
(2VO+V) i pacova tretiranih estradiolom (2VO+E). Kvantifikacija proteinske
ekspresije za seceni PARP iz dva nezavisna eksperimenta predstavijena je
kao srednja vrednost + SEM i izrazena kao procenat od odgovarajuce
kontrole (B). Statisticki znacajne razlike su odredivane testovima one way
ANOVA i post hoc Tukey, ** oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu (p < 0.01) u preceonoj kori; # oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu (p < 0.05) u hipokampusu.
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Diskusija

Smanjenje protoka krvi kroz mozak i time naruseno snabdevanje nervnog tkiva
kiseonikom 1 glukozom, jedan je glavnih uzroka ili faktora nastanka
neurodegenerativnih  procesa, kognitivne disfunkcije 1 brojnih neuroloskih i
psihijatrijskih oboljenja (Farkas i saradnici, 2007). Stoga se promene izazvane
narusavanjem mozdane cirkulacije, Sto inace odlikuje starije osobe i pacijente obolele
od Alchajmerove i1 Parkinsonove bolesti, staracke i1 vaskularne demencije, izuCavaju na
modelu trajnog podvezivanja zajednickih karotidnih arterija pacova, ¢ime se postize

stanje umerenog i dugotrajnog smanjenja protoka krvi kroz mozak.

Brojne klinicke studije i bazi¢na istrazivanja ukazuju da mozdane strukture ispoljavaju
razli€iti stepen osetljivosti na promene protoka krvi kroz mozak. Pokazano je su kora
prednjeg mozga i hipokampus strukture osetljive na mozdanu hipoperfuziju, te brze
stradaju usled nedostatka kiseonika, ATP i drugih nutritijenata (Farkas i saradnici, 2007,

Stewart, 1987).

Estradiol reguliSe sinapticku plasti¢nost, spre¢ava apoptozu, povecava vijabilnost ¢elija
1 njihovu proliferaciju u in vivo i in vitro uslovima, odnosno ispoljava neuroprotektivne
efekte aktiviranjem razli¢itih genomskih, negenomskih i anti-oksidativnih mehanizama
(Garcia-Segura 1 saradnici, 2001). Medutim, primeéeno je da ovaj hormon, uprkos
svojoj Sirokoj primeni u klinickoj praksi, ispoljava i1 niz negativnih efekata kao $to su
oStecenje jetre, kardiovaskularnog sistema, ginektomastija, atrofija testisa, depresija 1

agresivno ponaSanje.

S obzirom na to da su kod ljudi kora prednjeg mozga i hipokampus moZdane strukture
direktno uklju¢ene u regulaciju svih nervnih delatnosti, od regulacije HHA i HHG ose,
preko procesa ucenja 1 pamcenja, rasudivanja, percepcije, motorike cilj ove doktorske
disertacije bio je da se ispita efekat mozdane hipoperfuzije na sloZzenu kaskadu
apoptotskih signalnih puteva u navedenim mozdanim strukturama odraslih muzjaka
pacova, imajuci u vidu upravo njihovu veliku osetljivost na smanjenje protoka krvi.
Navedeni efekti praceni su u modelu podvezivanja zajednickih karotidnih arterija, u
razli¢itim vremenskim taCkama nakon ove intervencije. Takode je u istom model
sistemu ispitan uticaj hroni¢nog (ponovljenog) tretmana estradiolom na apoptotske
puteve u celijama kore prednjeg mozga i hipokampusa u stanju nametnute hroni¢ne

mozdane hipoperfuzije.
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1. Mozdana hipoperfuzija, stopa prezivljavanja i promene
sistemskih parametara
Jedna od najlakSih tehnika za izazivanje globalne mozdane ishemije kod
eksperimentalnih zivotinja je 2VO model (Farkas i saradnici, 2007). Rezultati brojnih
studija ukazuju na visoku stopu smrtnosti jedinki u navedenim uslovima koja zavisi od
starosti, vrste 1 soja (Tanaka 1 saradnici, 1999; Ni i saradnici, 1994; Karpiak 1 saradnici,
1987; Fujishima 1 saradnici, 1976; Ogata i saradnici, 1976; Payan i saradnici, 1965). Za
mlade adultne Wistar pacove pokazano je da je stopa smrtnosti izmedu 19.2 % 1 29 %
(Kumar 1 saradnici, 2011; Liu 1 saradnici, 2005; Hirabayashi i saradnici, 2001), dok je
kod Sprague-Dawley iste starosti, smrtnost bila oko 7 % (Kumar i saradnici, 2006;
Sopala i saradnici, 2001). Ni i saradnici (1994) uocili su da stopa prezivljavanja raste sa
staro§¢u. Kod pacova starosti 7 nedelja, koji su podvrgnuti trajnom 2VO, smrtnost je
bila oko 71 % u prvih 24 sata nakon operacije, dok se procenat smanjio na 10 % kod
jedinki starith 13 1 viSe nedelja. U eksperimetalnim uslovima koji su zadati u ovoj
doktorskoj disertaciji, koriS¢eni su muzjaci Wistar soja starosti 3 meseca. Stopa
smrtnosti nakon 2VO je bila oko 13 %, pri ¢emu je najveci broj zivotinja umirao u
vremenskom periodu od 12-24 sata posle operacije. Nakon ovog vremenskog intervala
smrtnost znacajno opada, §to je u skladu sa rezultatima studija drugih autora (Tanaka i
saradnici, 1999; Ni i saradnici, 1994; Fujishima i saradnici, 1976; Ogata i saradnici,
1976; Payan 1 saradnici, 1965). Kod Zivotinja podvrgnutih laznoj operaciji u naSim
eksperimentima, uocena je manja smrtnost, koja se moze pripisati nezeljenom dejstvu
anestezije 1/ili mehanickim oSte¢enjima vagusa prouzrokovanim manipulacijom u toku

primenjene procedure.

U prvom i drugom danu nakon operacije uoceno je smanjenje telesne mase 1 kod lazno
operisanih 1 2VO Zivotinja, $to se moze pripisati oSteenjima misi¢a vratnog regiona
(sternohiodni i sternomastoidni misici) koja nastaju kao posledica hirurske intervencije.
Ova oSte¢enja uzrokuju nelagodu pri pokretanju glave, gutanju i Zvakanju (Farkas i
saradnici, 2007). U kasnijim vremenskim tackama je pokazano da lazno operisane
jedinke brzo nadoknaduju izgubljenu tezinu, dok usporeno povecanje telesne mase kod
2VO Zzivotinja moze biti posledica povecanja tonusa simpaticke inervacije, promena
koncentracije hormona ili naruSavanja autonomne regulacije i1 krvotoka kroz
hipotalamus (Otori 1 saradnici, 2003; Tsuchiya i saradnici, 1992). To su pokazali i

rezultati prezentovani u ovoj doktorskoj disertaciji. U PD 3 1 PD 7, zapazen je znacajan
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gubitak telesne mase u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na pocetnu, mada
nisu uocene razlike u masi izmedu lazno operisanih i 2VO zivotinja. U najkasnijoj
proucavanoj vremenskoj tacki, PD 90, zabelezeno je povecanje mase svih jedinki u
odnosu na pocetnu dok je uocena razlika u tezini izmedu lazno-operisanih i 2VO

zivotinja bila manja.

Osim smanjene stope prezivljavanja i promena u telesnoj masi koji su praceni u ovoj
studiji, rezultati brojnih istrazivanja su pokazali da se usled trajnog podvezivanja
zajednickih karotidnih arterija pokrece sistemski inflamatorni odgovor i drasticno
smanjuje protok krvi u karotidnom sinusu gde baroreceptori neprekidno kontroliSu krvni
pritisak (Farkas 1 saradnici, 2007). Iznenadno smanjenje krvnog pritiska, najverovatnije
naru$avajuéi koncentraciju vazopresina (Dreifuss i saradnici, 1976; Clark i Silva, 1967),
kateholamina, angiotenzina (Brassard i Yamaguchi, 1989; Hodge i saradnici, 1966), ali i
kortikosterona (Farkas 1 saradnici, 2002), pokrec¢e kardiovaskularni barorefleks,
povecava tonus simpatiCke inervacije i pokrece hipertenzivni odgovor koji za uzvrat
povecava krvni pritisak i sr¢anu frekvenciju (Wang i saradnici, 1970; Krieger i

saradnici, 1963).

Pokazano je da je krvno-moZdana barijera kod starih i osoba obolelih od Alchajmerove
bolesti, veoma osetljiva na stanje ishemije, 1 da stie propustljivost za velike molekule
(Farkas 1 saradnici, 2007; Lenzser 1 saradnici, 2005; Preston 1 Foster, 1997; Wisniewski
1 saradnici, 1997; Schlageter 1 saradnici, 1987). Tako se tokom starenja i u stanju
demencije kod ljudi (Farkas 1 Luiten, 2001) menja struktura, odnosno, debljina krvno-
mozdane barijere, dolazi do distorzije mozdanih mikrovaskularnih sudova, smanjenja
njihovog dijametra (de la Torre, 2000; Shi i saradnici, 2000) 1 broja glutamatnih
transportera, nagomilavanja kolagenih vlakana u mikrovaskularnoj osnovi membrane,
¢ime se naruSava transport nutritijenata poput glukoze, holina i1 esencijalnih
aminokiselina, a time i fina regulacija regionalnog protoka krvi u pojasnoj kori (Farkas 1
saradnici, 2000), kao 1 u beloj masi ¢eonog i potiljacnog reznja (Farkas i saradnici,
2006a,b). Elektronska mikroskopija ukazala je na postojanje ovih promena i kod starih
pacova i pacova podvrgnutih 2VO (De Jong i saradnici, 1999; De Jong i saradnici,
1990), pogotovu u hipokampusu, ali i u ostalim mozdanim strukturama uklju¢enim u
procese ucenja 1 pamcenja. UoCene promene mogu, izmedu ostalog, doprineti pojavi
neurodegeneracije koja je detektovana u eksperimetalnim uslovima primenjenim u ovoj

doktorskoj disertaciji.
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Treba ista¢i da promene mozdane cirkulacije kod 2VO pacova ne odgovaraju u
potpunosti stepenu mozdane hipoperfuzije kod Iljudi detektovanom u klinickim
studijama. Uoceno je smanjenje mozdane cirkulacije od 6 % u temenom i slepoocnom
regionu velikog mozga kod starijih osoba u odnosu na mlade (Claus i saradnici, 1998).
U hipokampusu 1 istim regionima kore velikog mozga kod obolelih od Alchajmerove
bolesti u poredenju sa zdravim kontrolama iste starosti to smanjenje je oko 27 %
(Farkas 1 Luiten, 2001) i ne menja se tokom vremena. Sa druge strane, kod 2VO pacova,
prime¢eno je da protok krvi drasticno opada odmah nakon podvezivanja karotidnih
arterija 1 da se tokom narednih meseci postepeno normalizuje putem adaptivnih i
kompenzatornih mehanizama (Farkas i1 saradnici, 2007), S§to ukazuje na relativno dug,
ali ogranicen period, tokom kog mozdana hipoperfuzija kod 2VO zivotinja odgovara

onoj uocenoj kod ljudi.

2. Uloga mozZdane hipoperfuzije u neurodegenerativnim
promenama

U stanju ishemije javljaju se dva tipa celijske smrti neurona, nekroza i apoptoza, ¢ija
pojava zavisi od mnogih faktora, izmedu ostalog tipa, duzine trajanja, mesta i intenziteta
nametnute ishemije (Harukuni i1 Bhardwaj, 2006). Takode, pretpostavlja se da tip
¢elijske smrti zavisi 1 od unutarcelijske koncentracije ATP, pri ¢emu se apoptoza odvija
u prisustvu, a nekroza u odsustvu ovog supstrata (Ueda i Fujita, 2004). Brojni literaturni
podaci ukazuju da je nekroza, najverovatnije dominantan nacin umiranja ¢elija tokom
akutne faze, dok je za odloZenu celijsku smrt, koja se javlja kasnije, karakteristi¢na

apoptoza (Bennett i saradnici, 1998).

U zadatim eksperimentalnim uslovima, difenilaminski DNK fragmentacioni esej, koji se
koristi za odredivanje koli¢ine fragmentisane DNK nastale u prisustvu pro-apoptotskih
stimulusa, pokazao je vremenski zavisnu pojavu apoptoze u obe ispitivane mozdane
strukture. Kod 2VO zivotinja, koris¢enjem specifi¢ne fluorescentne boje Fluoro-Jade B,
ali i Hoechst bojenjem, utvrden je isti trend promene, odnosno detektovano je povecanje
broja specificno obojenih ¢elija. Tako je u kori prednjeg mozga u PD 3 uocen umeren
dok je u PD 7 detektovan znatan stepen apoptoze. Za razliku od kore prednjeg mozga,
apoptoza u hipokampusu opazena je tek 7 dana nakon nametanja stanja mozdane
hipoperfuzije. Ovi rezultati nisu iznenadujuci, s obzirom na to da je u istim vremenskim

tackama uocen specifican trend promena proteinske ekspresije pro- i anti-apoptotskih
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molekula (prokaspaze 3, seCene kaspaze 3, PARP 1 ¢lanova Bcl-2 familije) za koje se
smatra da mogu biti odgovorni za odvijanje neurodegenerativnih procesa. Takode, treba
iste¢i da su dobijeni rezultati u skladu sa istrazivanjima na drugim modelima ishemije u
kojima je uocena rana pojava neurodegeneracije u mozdanoj kori i prugastom telu
(Guiliarno 1 saradnici, 2013), 1 odlozena apoptotska smrt u hipokampusu, koja izmedu
ostalog moZe nastati kao posledica hroni¢ne, oligemijske faze mozdane hipoperfuzije i
dugotrajnog smanjenja protoka krvi kroz mozak. Mnoge studije ukazuju da se prve
neurodegenerativne promene piramidalnih neurona u CA1 sloju hipokampusa pacova
javljaju nakon prve nedelje, a da se broj povecava u CAl i CA3 sloju nakon 2 nedelje i
da dalje raste u funkciji vremena (Farkas i saradnici, 2007, Liu i saradnici, 2006; Ohtaki

i saradnici, 2006; Schmidt-Kastner i saradnici, 2001).

Treba ista¢i da u ni u jednoj od dve ispitivane mozdane strukture nisu detektovane
neurodegenerativne promene u PD 90, S$to se moZe objasniti aktiviranjem
kompenzatornih 1 adaptivnih mehanizama, koji omogucéavaju postepenu restituciju
protoka krvi kroz mozak na preoperativni nivo. Ove promene se postizu aktiviranjem
neosStecenih kapilara, uspostavljem normalne biohemijske regulacije protoka krvi
povecanjem oslobadanja razlicitih trofickih faktora i NO koji izazivaju vazodilataciju i
neoangiogenezu (Farkas i saradnici, 2007; Ohtaki i1 saradnici, 2006; de Wilde i
saradnici, 2002). Ovi podaci ukazuju na pojavu dinami¢nog remodelovanja
mikrocirkulacije koji doprinose promenama protoka krvi zahvaljuj¢i delovanju faktora
rasta 1 drugih faktora koji stimuliSu angiogenezu, ali dovode i do prilagodavanja

kapilarne mreZe.

U razli¢itim modelima ishemije, najuo€ljivije promene uo€ene su na neuronima i to na
nivou Celijskog tela 1 sinaptickih kontakata (Kumar i saradnici, 2011; Farkas 1 saradnici,
2007). Pretpostavlja se da promene na nivou dendrita mogu nastati, izmedu ostalog, i
usled narusavanja proteinske i1 genske ekspresije MAP-2 (eng. Microtubule-Associated
Protein 2), fosfoproteina u mikrotubulama dendrita, a odgovoran je za granjanje i
plasti¢nost (Dawson 1 Hallenbeck, 1996; Friedrich 1 Aszodi, 1991), kao 1 sinaptofizina,
proteina koji se specificno eksprimira na membrani sinapti¢kih vezikula (Thiel, 1993).
Uocene promene se ogledaju u progresivhom gubitku dendrita u periodu od 4. do
20. nedelje ishemije 1 u smanjenju uspesnosti na testovima ponasanja i memorije (Liu 1

saradnici, 2005), §to ukazuje da mozdana hipoperfuzija remeti veze unutar neuronskih
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kola 1 komunikaciju izmedu neurona, doprinose¢i kognitivnhom deficitu (Farkas i

saradnici, 2007).

Osim specificnih promena na neuronima, u stanju mozdane hipoperfuzije zabelezeno je
pokretanje reaktivne astroglioze pra¢eno specificnim procesima hipertrofije i
proliferacije (Panickar i Norenberg, 2005). Astrocitoza i vremenski-zavisan odgovor
astrocita u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije variraju u razli¢itim delovima
mozga. Prvi znaci aktivacije astrocita zapazaju se u kori i optickim putevima u prvih
nekoliko dana, dok se pojacanje ekspresije GFAP (eng. glial fibrillary acidic protein) u
hipokampusu uocava kasnije, ¢ak i u odsustvu smrti neurona (Vicente i saradnici, 2009;
Maragakis 1 Rothstein, 2006; Schmidt-Kastner i saradnici, 2005; Farkas i saradnici,
2004; Pappas i saradnici, 1996).

3. Vremenski profil apoptotske signalizacije u kori prednjeg
mozga 1 hipokampusu u nakon nametanja stanja
moZdane hipoperfuzije

Kao §to je ve¢ pomenuto, neuroni centralnog nervnog sistema mogu umreti usled
akutnih, teSkih povreda izazvanih mehani¢kim oSteenjima, mozdanim udarom,
zaustavljanjem rada srca, ali 1 usled progresivnih bolesti koje se javljaju u starijem
zivotnom dobu, poput amiotrofne lateralne skleroze, dugotrajne mozdane hipoperfuzije
1 Alchajmerove bolesti. lako se 2VO model ve¢ dugi niz godina koristi za proucavanje
promena koje nastaju kao posledica smanjenja protoka krvi, vremenski profil éelijske
smrti 1 promena ekspresije apoptotskih molekula u kori prednjeg mozga i
hipokampalnim membranskim frakcijama, kao 1 manifestacije ovih biohemijskih

promena na nivou samih neurona, nisu jasno definisane.

Poznato je da neurodegenerativne promene mogu biti posledica aktivacije unutraSnjeg,
odnosno, mitohondrijskog puta apoptoze (Love, 2003), u kome su klju¢ni pro- i anti-
apoptotski proteini Bcl-2 familije (Adams 1 Cory, 1998; Clark i saradnici, 1997; Oltvai i
saradnici, 1993). Ovi molekuli svoju ulogu ostvaruju regulacijom integriteta membrane
mitohondrija, dok njihov relativni odnos deluje kao reostat kojim je kontrolisano da li ¢e
¢elija krenuti putem apoptoze ili ne (Korsmeyer i saradnici, 1993). Bcl-2 protein, tzv.
faktor celijskog prezivljavanja, inhibira Celijsku smrt spre€avanjem aktivacije kaspaza,
smanjenjem nivoa slobodnih radikala, regulacijom koncentracije Ca*" (MacManus i

Linnik, 1997), i/ili inhibiranjem pro-apoptotske aktivnosti drugih c¢lanova Bcl-2
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familije, poput Bax, Bcl-xs i Bad (Merry 1 Korsmeyer, 1997). Sa druge strane, Bax
protein, tzv. faktor ¢elijske smrti, podsti¢e promene mitohondrijskih funkcija tako $to
ucestvuje u formiranju pora, oslobadanju CytC i drugih pro-apoptotskih faktora iz
mitohondrija (Gross i saradnici, 1998). Rezultati mnogobrojnih studija ukazuju da
mozdana ishemija menja ekspresiju molekula Bcl-2 familije u celokupnim celijskim
ekstraktima 1 Celijskim subfrakcijama glijskih ¢elija i neurona, kao i da ovi proteini
mogu biti klju¢ni u odredivanju sudbine ¢elije u ovom modelu (Ouyang i Giffard, 2004;
Graham i saradnici, 2000). Uoceno je, na primer, da ishemija znacajno povecava nivo
Bax proteina 1 istovremeno dovodi do pojave apoptoze, dok se smanjenje koli¢ine Bcl-2
molekula moZe povezati sa teZinom ishemicne povrede (Krajewski i saradnici, 1995).
Osim toga, pokazano je da se nivo iRNK za Bcl-2 i Bel-xl smanjuje u CAl sloju
hipokampusa, §to moze biti povezano sa pove¢anom degeneracijom piramidnih celija
72 sata nakon nametanja stanja ishemije (Chen 1 saradnici, 1997). U istim
eksperimentalnim uslovima genska i proteinska ekspresija Bax proteina, povecava se u

ishemijom-ugrozenim i neugrozenim regionima mozga (Chen i saradnici, 1996).

Iako promena ekspresije Bcl-2 familije proteina u membranskim frakcijama u uslovima
umerene, trajne globalne moZzdane ishemije nije bila predmet prethodnih istraZivanja,
uoceni profili promene ekspresije ovih molekula nisu iznenadujuéi. Ono $to predstavlja
novinu ove studije, osim sinaptozomalnog vremenski-zavisnog, je tkivno-specifi¢an
odgovor. U gruboj membranskoj frakciji kore prednjeg mozga u PD 3 1 PD 7, uoceno je
smanjenje ekspresije Bcl-2 1 povecanje ekspresije Bax proteina, pove¢ana fragmentacija
DNK i broj ¢elija u apoptozi, dok je u PD 90 nivo ispitivanih proteina i stepen
neurodegeneracije bio isti kao 1 kod lazno operisanih kontrola. Uz sve navedeno,
relativan odnos nivoa Bcl-2 1 Bax ukazuje da u PD 3 1 PD 7, 2VO dovodi do pomeranja
ravnoteZe ka pro-apoptotskom molekulu Bax, dok je u PD 90 ovaj odnos bio uporediv
sa kontrolom. UocCene promene proteinske ekspresije ukazuju na mogucu ukljucenost
ispitivanih proteina u pro-apoptotske procese u gruboj membranskoj frakcijii u samoj

pojavi neurodegeneracije u kori prednjeg mozga.

Vremenski profil ekspresije Bcl-2 proteina u hipokampusu bio je identi¢an kao u kori
prednjeg mozga, dok je povecanje ekspresije Bax proteina, kao i promenjen odnos
ispitivanih proteina u korist Bax-a, detektovan samo u PD 7. U ovoj moZdanoj strukturi
smanjenje nivoa Bcl-2, nepromenjen profil ekspresije Bax proteina i odsustvo promene

Bcl-2/Bax odnosa u prvoj ispitivanoj vremenskoj tacki nagoveStavaju pojavu
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vremenski-zavisnog i tkivno-specificnog odgovora pojedinih ¢lanova Bcl-2 familije, ali
1 da ispitivani molekuli prisutni u gruboj membranskoj frakciji mogu biti ukljuceni u
razvoj neurodegenerativnih promena koje se uocavaju tek u kasnijoj, odnosno hroni¢noj
fazi mozdane hipoperfuzije. U PD 7, osim modulacija ekspresije ispitivanih ¢lanova
Bcl-2 familije, uoc¢ene su povecana fragmentacija DNK 1 broj apoptotskih celija.
Dobijeni rezultati ukazuju na pojavu odloZene ¢elijske smrti u ovoj mozdanoj strukturi,
Sto je dobijeno i u ranijim studijama (Kirino, 1982). Naime, studije na drugim modelima
ishemije pokazale su da se u hipokampusu i jo§ nekim mozdanim strukturama navedeni
fenomen javlja u periodu od 3 do 7 dana nakon nametanja ishemije, tokom koga se
najverovatnije odvijaju pripreme za ulazak celije u apoptozu, aktiviraju se specifi¢ni
procesi koji dovode do skupljanja c¢elije, kondenzacije hromatina, piknoze jedra,
pupljenja ¢elijske membrane i dr (Krajewski i saradnici, 1995; Dux i saradnici, 1992;

Kawai 1 saradnici, 1992), Sto kao krajnji ishod ima odumiranje Celije.

Pored ¢lanova Bcl-2 familije, centralno mesto u apoptotskim procesima mogu imati i
pripadnici familije kaspaza, Cije auto-kataliticko sazrevanje i kaskada medusobne
aktivacije dovode, na kraju, do aktivacije kaspaze 3, egzekutornog proteina apoptoze.
Aktivacija 1 selektivna proteoliza proteina prokaspaze 3 1 velikog broja supstrata
kaspaze 3, smatra se presudnim dogadajem i poslednjom prekretnicom nakon koje ¢elija

krece ,,putem bez povratka” (Broughton i saradnici, 2009).

Stoga je, u zadatom eksperimentalnom modelu ispitana ekspresija prokaspaze 3 1
fragmenta molekulske tezine 17 kDa, koji nastaje njenom aktivacijom. Dobijeni
rezultati pokazuju da u obe ispitivane strukture u PD 3 i PD 7 dolazi do povecanja
ekspresije proenzima kaspaze 3 1 njene aktivne forme, dok je u PD 90 ekspresija obe
forme bila ostale nepromenjena. Slicni rezultati dobijeni su i u studijama na drugim
modelima ishemije i drugim subcelijskim frakcijama. Naime, povecana ekspresija
iRNK za prokaspazu 3 detektovana je nakon fokalne i globalne moZdane ishemije kod
pacova (Schultz 1 saradnici, 1999; Ni 1 saradnici, 1998, 1997). Nakon nametanja trajnih
bilateralnih okluzija u periodu od 1-3 dana primecéeno je povecanje koli¢ine iRNK
(Tomimoto i saradnici, 2003), dok je povecana proteinska ekspresija uocena u intervalu
od 1-30 dana (Tomimoto i saradnici, 2003). Takode, mnoge studije na MCAO modelu
ukazuju na  vremenski-zavisan  profil  ekspresije  ispitivanih  proteina.
Imunohistohemijsko bojenje ishemi¢nih mozgova odraslih pacova pokazalo je da se

povecanje prokaspaze 3 u kori, prugastom telu, talamusu i hipokampusu moze uociti
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ve¢ nakon 30 minuta, da je najizrazenije u vremenskom periodu 12-24 sata i da je
povecanje prisutno i 4 dana nakon nametanja povrede (Krupinski i saradnici, 2000).
Pradenjem prisustva aktivne kaspaze 3 imunohistohemijskim bojenjem Velier i
saradnici (1999) su pokazali da se slabo bojenje javlja 6 sati nakon operacije, a da se
nakon 24 sata detektuje veliki broj klastera u kori koji je prisutan i kasnije, u toku 5
dana. Didenko i saradnici (2002) uocili su povecanje ekspresije 6 sati posle
podvezivanja desne srednje aorte, najveéu ekspresiju 24 sata i dalje vidljivo bojenje
nakon 72 sata. Detektovane razlike u ekspresiji i aktivaciji kaspaze 3 su minimalne i

najverovatnije zavise od tipa okluzije, ali i od primenjenih tehnika detekcije.

Imajuéi u vidu promene apoptotskih signala detektovane u naSim eksperimentalnim
uslovima namece se pitanje vezano za promene u hipokampusu uoc¢ene u PD 3. Naime,
kako se mogu objasniti dva naizgled oprecna rezultata— nepromenjen relativni odnos
Bcl-2/Bax 1 mali broj celija u apoptozi s jedne strane, i povecanje ekspresije
proenzimske 1 aktivirane forme kaspaze 3 u istoj vremenskoj tacki, s druge? S obzirom
na ulogu kaspaze 3 u celijskoj smrti, moze se pretpostaviti da tokom akutne faze
mozdane hipoperfuzije, prisustvo ovog proteina ne utice na direktnu i trenutnu tranziciju
iz modula preZivljavanja u modul programirane celijske smrti, te se moZze pretpostaviti
da aktivnost kaspaze 3 doprinosi brojnim morfoloSkim promenama koje predstavljaju
svojevrsnu postepenu pripremu celije za otpocinjanje procesa apoptoze koja se uocava u
kasnijim fazama ishemije (Hymani Yuan, 2012), kao na primer, ucestvovanje u
remodelovanju citoskeleta, izrastanju aksona 1 dr (Villapol i saradnici, 2008;
McLaughlin, 2004). Takode, treba ista¢i da mnoge studije ukazuju da je kaspaza 3 jedan
od glavnih bioloski senzora za odumiranje ¢elije, ali ne sme se iskljuciti moguénost da
je ovaj protein 1 jedini predstavnik ove velike familije koji ucestvuje u pojavi apoptoze

koja je posredovana ishemijom (Martin i Green, 1995).

Poslednjih godina identifikovan je veliki broj supstrata kaspaze 3, poput prokaspaza,
¢lanova Bcl-2 familije, PARP, proteina citoskeleta kao $to su aktin 1 spektrin, protein
kinaza, prekursora za amiloidni protein, presenlina (Yang i1 saradnici, 2004; Kim 1
saradnici, 2003; Barnes i saradnici, 1998; Mashima i saradnici, 1997). Poznato je da
proteoliza nekih supstrata kaspaze 3 direktno doprinosi bioloskim i morfoloskim
promenama koje su u direktnoj vezi sa apoptozom (degradacija jedra i pupljenje
membrane), dok razgradnja drugih dovodi do modifikovanja funkcija razlicitih ¢elijskih

sistema koji dalje mogu doprineti pojavi apoptotskih promena (Ca®" influks i
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mitohondrijske funkcije). Kao §to je ve¢ pomenuto, jedan od supstrata kaspaze 3 je i
PARP, protein koji produkcijom PAR lanaca ostvaruje ulogu u reparaciji DNK, ali i u
programiranoj Celijskoj smrti (Oliver i saradnici, 1998). Pod dejstvom kaspaze 3,
njegovom proteolizom nastaju dve neaktivne subjedinice molekulske tezine 89 kDa i
24 kDa, koje su pokazatelji inicijacije programa apoptotske celijske smrti (Chaitanya 1
saradnici, 2010a,b). Stoga je, kao refleksija aktivacije kaspaze 3, pracen nivo
degradacije PARP, odnosno, nivo proteinske ekspresije celovitog PARP i njegovog
velikog neaktivnog secenog fragmenta molekulske tezine 89 kDa. Povecanje nivoa
secene forme PARP koje je detektovano u kori u PD 3 i PD 7, kao 1 u hipokampusu u
PD 7, moze se objasniti porastom ekspresije aktivirane kaspaze 3 i1 ulaskom celije u
apoptozu. Interesantan rezultat predstavlja povecanje ekspresije celovitog PARP
hipokampusu u PD 7, koji bi se mogao biti posledica poveéane genske i proteinske
ekspresije ovog proteina u uslovima ishemije, §to je predhodno pokazano (Chiang i
Lam, 2000; Liu i saradnici, 2000). Naime, moguce je da celije pokusavaju da
kompenzuju osteCenja DNK izazvana ishemijom povecanjem ekspresije PARP i
povecenim stvaranjem i vezivanjem PAR lanaca. S druge strane, imajuci u vidu ulogu
PARP u programiranoj ¢elijskoj smrti, moZe se pretpostaviti da je u uslovima ishemije
ovaj protein znacajan potrosa¢ ATP, te da prekomerna produkcija PAR lanaca dovodi
do nepovoljnog energetskog bilansa u celiji 1 stoga promovise apoptozu (Endres i1
saradnici, 1997), Sto moze biti uzrok uocenog regionalno-specificnog odgovora.
Uzimajuéi u obzir Cinjenicu da se u hipokampusu u uslovima nametnute moZdane
hipoperfuzije javlja vremenski odloZena celijska smrt, ali 1 znatno veca oStecenja u
poredenju sa korom prednjeg mozga (Farkas i saradnici, 2007), moZe se pretpostaviti da
se promena ekspresije ispitivanog proteina prevashodno povezuje sa promovisanjem

procesa programirane ¢elijske smrti, a ne sa protekcijom celije.

* * *

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da se u kori prednjeg mozga u akutnoj
(PD 3)1 hroni¢noj fazi (PD 7) mozdane hipoperfuzije uocavaju promene, koje vode
kako neurodegenerativnim promenama, tako 1 apoptozi pokrenutoj unutrasnjim
mitohondrijskim putem, dok se u hipokampusu u akutnoj fazi uocCavaju umerene

neurodegenrativne promene, a izraZena apoptotoza uocava se samo u hroni¢noj fazi
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mozdane hipoperfuzije. U fazi oporavka, usled postepene restituacije protoka krvi kroz

mozak i reparacionih mehanizama, ove promene odsustvuju.

Nesporno je da ispitivani pro- i anti-apoptotski molekuli ispoljavaju vremenski zavisnu
ulogu u nastanku neurodegenerativnih promena u stanju nametnute mozdane
hipoperfuzije u obe mozdane strukture, stoga bi poseban akcenat trebalo staviti na dalje
definisanje uloge ovih molekula i oblikovanje specifi¢nih terapijskih pristupa ukljucenih

u oporavak mozdanog tkiva u uslovima hroni¢ne mozdane hipoperfuzije.

4. Neurodegeneracija i apoptotska signalizacija u mozgu
odraslih pacova u uslovima hroni¢ne hipoperfuzije nakon
tretmana estradiolom

U klasi¢nom smislu, estradiol je reproduktivni hormon koji deluje na HHG, ali i na
HHA osu. Ovaj steroidni hormon i1 njegovi metaboliti mogu imati ,,nereproduktivnu”
ulogu 1 ispoljiti neurotroficke 1 neuroprotektivne efekte (Brann i saradnici, 2007) 1 zato
se nazivaju neuroaktivnim steroidima (Li i saradnici, 2013). lako se prvobitno smatralo
da se pomenuti efekti estradiola javljaju isklju¢ivo tokom razviéa i u ranom
neonatalnom periodu, kada podspesuje rast neurita, gustinu trnica i broj sinapsi, danas je

poznato da se pomenuti efekti javljaju i u odraslom dobu (Wise i Dubal, 2000).

Brojne klinicke 1 epidemoloSke studije ukazuju da ovaj hormon uti¢e na formiranje
memorije, kogniciju, raspoloZenje, smanjuje incidencu i progresiju mnogih bolesti
poput multiple skleroze, osteoporoze, epilepsije, kao 1 kardiovaskularnih oboljenja. U
razli¢itim in vivo 1 in vitro modelima pokazano je da estradiol povecava vijabilnost,
prezivljavanje 1 diferencijaciju neurona hipokampusa, bademastih jedara 1 kore, kao 1 da
podspesuje regenerativne procese, sinapticku transmisiju 1 neurogenezu, sprecava smrt
¢elija podstaknutu oksidativnim stresom, mehani¢kim oSte¢enjima, razli¢itim toksinima
1 stimulusima, kao $to je elementarno gvozde ili prooksidativni hemoglobin, glutamat,
AMPA, NMDA, kainat, natrijum-azid i vodonik peroksid (Li i saradnici, 2013, 2009;
Simpkins 1 saradnici, 2009; Garcia-Segura i saradnici, 2001; Wise 1 Dubal, 2000).

Neke studije ukazuju da se neuroprotektivni efekti estradiola nakon povrede mozga
mogu selektivno uociti u kori, hipokampusu i1 prugastom telu, dok su drugi regioni
mozga manje osetljivi, kako na nametnute povrede, tako 1 na delovanje ovog hormona.
Takode, uoceno je da estradiol u nekim slucajevima mozZe ispoljiti negativne efekte,

odnosno uzrokovati neurotoksi¢ne efekte u zdravim neuronima i glijskim ¢elijjama ili
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C¢ak dodatno povecati oSteCenja. Ovakve promene se najverovatnije javljaju kao
posledica aktiviranja pro-oksidativnih mehanizama (Strom 1 saradnici, 2013;
Khodabandehloo i saradnici, 2013). Kakav ¢e efekat ostvariti zavisi od primenjene
doze, dostignutog nivoa u plazmi, ozbiljnosti povrede i duzine trajanja ishemije (Perez-
Alvarez i saradnici, 2012), kao i1 od starosti jedinke, pola, soja i slicno (Garcia-Segura i

saradnici, 2001).

Neuroprotektivni efekti estradiola mogu biti periferni 1 lokalni. Periferni efekti
podrazumevaju regulaciju metabolizma i kardivaskularnog sistema, ¢iji hormoni i/ili
drugi signalni molekuli doprinose vazodilataciji krvnih sudova i prokrvljenosti mozga,
¢ime Stite neurone i glijske celije od oStecenja. Poznato je da pre-tretman estradiolom
Stiti Celije mozga od povreda/oSte¢enja nastalih ishemijom poboljSavaju¢i mozdanu
cirkulaciju, stimuliSu¢i signalnu kaskadu koja dovodi do aktivacije endotelne NOS i
nastanka NO, koji ispoljava snazno vazodilatatorno dejstvo. To povecava prokrvljenost
ka i od povredenih regiona u kriticnom periodu nakon nametanja mozdane hipoperfuzije
(McNeill i saradnici, 1999), smanjuje energetski deficit i povecava eliminaciju nastalih
toksi¢nih faktora u ovom stanju (Durham i saradnici, 2012). S druge strane, lokalni
efekti se odnose na komponente nervnog sistema, mada mogu biti razli€iti na nivou

neurona, glijskih ¢elija i drugih ¢elija nervnog sistema.

U centralnom nervnom sistemu estradiol ispoljava anti-oksidativna svojstva; reguliSe
gensku transkripciju nakon vezivanja za odgovarajuce jedarne 1 membranske ER, ali 1
neke druge do danas neidentifikovane receptore; aktivira anti-apoptotske unutarcelijske
signalne puteve fosforilacijom pojedinih proteina poput proteina G, transkripcionog
faktora CREB (eng. cAMP response element binding protein) 1 signalne kaskade MAPK
1 Akt (Simpkins 1 saradnici, 2009); kontroliSe ekspresiju i aktivaciju anti- 1 pro-
apoptotskih proteina; stupa u interakcije sa sekundarnim glasnicima; modifikuje
glutamatnu signalizaciju; reguliSe unutarcelijsku homeostazu Ca® idr (Garcia-Segura i
saradnici, 2001). Na taj nacin estradiol ispoljava spore i genske efekte, kao 1 brze
negenomske efekte, ¢cime utie na nadraZljivost neurona 1 sinapticku transmisiju (Moss 1

Gu, 1998).

Brojne studije ukazuju da estradiol direktno ili indirektno moZe dovesti do
prezivljavanja u mnogim c¢elijama, ukljucujuci i neurone (Garcia-Segura i saradnici,

2001, Singer 1 saradnici, 1998, Garcia-Segura 1 saradnici, 1998, Gollapudi 1 Oblinger,
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1999a,b), tako Sto regulise ekspresiju ¢lanova Bcl-2 familije (Huang i saradnici, 1997;

Kandouz i saradnici, 1996; Teixeira i saradnici, 1995).

U uslovima nametnute mozdane ishemije uofeno je da fizioloske koncentracije
estradiola smanjuju obim celijske smrti, odrzavaju nepromenjeni nivo ekspresije Bcl-2
molekula 1 povecavaju nivo ekspresije estrogenskog receptora ERB u odnosu na ERa
(Won 1 saradnici, 2006). Detektovani efekti najve¢im delom se ostvaruju posredstvom
direktnog delovanja estradiola na Bcl-2 i Bcl-xI gene, budu¢i da oba gena u svojim
regulatornim domenima sadrze viSestruke sekvence za vezivanje kompleksa ER-
estradiol (Simpkins i saradnici, 2009; Won 1 saradnici, 2006; Dubal i saradnici, 1999;
Garcia-Segura 1 saradnici, 1998). Sa druge strane, estradiol ostvaruje 1 indirektan efekat,
smanjuju¢i nivo ekspresije Nip2 proteina, koji deluje kao negativni regulator
transkripcije Bcl-2 gena, S$to opet deluje u smislu povecanja eskpresije Bel-2 (Simpkins
1 saradnici, 2009; Garcia-Segura i1 saradnici, 2001). U eksperimentalnim uslovima
zadatim u ovoj doktorskoj disertaciji, interesantna je ¢injenica da je u preceonoj kori
koli¢ina Bcl-2 proteina povecana u mitohondrijskoj frakciji §to nedvosmisleno ukazuje
na povecanje njegove ukupne koli¢ine u celiji, ali i na njegovu translokaciju u
mitohondrije gde najverovatnije sprecava otvaranje pora, oslobadanje pro-apoptotskih
molekula i reguliSe nivo unutaréelijskog Ca*". Won i saradnici (2006) su uoéili da se u
uslovima nametnute ishemije koncentracija Bcl-2 molekula u kori prednjeg mozga
znacajno smanjuje S$to je dobijeno i1 u ovoj studiji, dok estradiol sprecava povredom-
posredovano smanjenje nivoa ovog proteina. Autori dobijene rezultate objasnjavaju
aktiviranjem ERP koji je veoma eksprimiran u adultnoj kori, ali i povecanjem
koncentracije 1 aktiviranjem ERa koji je inace slabo prisutan u zdravom adultnom

mozgu (Dubal 1 saradnici, 1999).

U hipokampusu je uoceno povecanje nivoa Bcl-2 iRNK u gruboj membranskoj frakciji i
povecanje nivoa Bcl-2 proteina u gruboj membranskoj i1 mitohondrijskoj frakciji.
Imaju¢i u vidu da Bcl-2 svoju funkciju ostvaruje na mitohondrijama i da je njegova
ekspresija modulisana estradiolom (Krajewska 1 saradnici, 1997) povecanje ekspresije i
njegova translokacija u mitohondrije, kao i1 porast ekspresije ne iznenaduje. Dobijeni
rezultat za ekspresiju Bcl-2 molekula moze biti posledica osetljivosti ovog celijskog
regiona na dejstvo malih doza estradiola koji moze propagirati anti-apoptotske signale,
omogucavajuc¢i lakSe, ponovno, uspostavljanje ishemijom narusenih sinaptickih

kontakta i podspesujuci ¢elijsko prezivljavanje (Wappler i saradnici, 2011). Na osnovu
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dobijenih rezultata namece se pitanje zasto promena ekspresije Bcl-2 proteina u gruboj
membranskoj frakciji odsustvuje u preceonoj kori. Odgovor moze lezati u Cinjenici da
su usled vece osetljivosti hipokampusa na stanje mozdane hipoperfuzije, promene u
koli¢ini Bcl-2 proteina pre aplikacije estradiola bile znatnije, Sto je uzrokovalo i
kvantitativno ve¢e promene nakon tretmana. Takode, moguce je da je, usled prisustva
veceg broja/razliitih vrsta receptora ili na drugi nacin uzrokovanoj osetljivosti prema

estradiolu, hipokampus podlozniji efektima ovog hormona.

Podaci dobijeni u ovoj studiju ukazuju da tretman estradiolom uspeva da kompenzuje
inicijalni porast nivoa Bax proteina u mitohondrijskoj frakciji hipokampusa, dok je
promena ekspresije ovog proteina izostala u svim ispitivanim subcelijskim frakcijama
preceone kore. Sa druge strane, ekspresija iRNK za Bax smanjena je u obe mozdane
strukture u stanju nametnute hroni¢ne mozdane hipoperfuzije nakon ponovljenog
tretmana estradiolom, §to ukazuje da ovaj neurosteroid ispoljava genomski efekat, ali i
da direktno i/ili indirektno dovodi do promene proteinske ekspresije u hipokampusu.
Slican trend genske i proteinske ekspresije Bax proteina uocili su i Won i saradnici

(2006), mada su oni pratili promene u drugacijem modelu ishemije.

S obzirom na to da se nivo ekspresije pojedinacnih ¢lanova Bcl-2 familije ne moZe
smatrati pouzdanim pokazateljem da li ¢e ¢elija zapoceti sa programom celijske smrti ili
ne, kao precizniji parametar koristi se njithov kvantitativni odnos. U zadatim
eksperimentalnim uslovima, promenjen odnos ispitivanih ¢lanova Bcl-2 familije u korist
Bcl-2 proteina uocen je u gruboj membranskoj 1 mitohondrijskoj frakciji obe mozdane
strukture, $to ukazuje da tretman malim dozama estradiola moZe imati pozitivan uticaj
na Celijsko prezivljavanje, iako ne mora direktno regulisati ekpresiju pojedinacnih
molekula. Podsticanje anti-apoptotske i suprimiranje pro-apoptotske signalizacije ovim
hormonom u okviru mitohondrijskog, unutraSnjeg puta apoptoze, pokazano je i u
studijama u kojima su ispitivani drugi tipovi mozdane ishemije (Simpkins i saradnici,

2009; Won i saradnici, 2006).

Pokazano je da estradiol direktno i/ili indirektno sprecava otvaranje permeabilnih
tranzicionih pora i oslobadanje CytC, regulide koli¢ine Ca”", razgradnju ATP i stvaranje
ROS (Simpkins i saradnici, 2009), ¢ime se smanjuje aktivacija pro-apoptotske signalne
kaskade, odnosno aktivacija kaspaze 1 Celijska apoptoza (Bagetta i1 saradnici, 2004). Da
bi se utvrdilo da li ponovljeni tretman fizioloSkim dozama estradiola u stanju hroni¢ne

mozdane hipoperfuzije dovodi do promene ekspresije CytC u preceonoj kori i
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hipokampusu, prac¢ena je promena nivoa ekspresije ispitivanog proteina u razli¢itm
¢elijskim frakcijama. Utvrdeno je da tretman malim dozama estradiola znacajno
smanjuje ekspresiju CytC u citosolu obe mozdane strukture, $to se slaze sa nalazima
drugih autora (Simpkins i saradnici, 2009; Bagetta i saradnici, 2004). Takode, treba
ista¢i da dobijeni rezultat za CytC prati promene u ekspresiji ¢lanova Bcl-2 familije,
medusobni odnos ovih proteina koji je pomeren u smeru anti-apoptotskog proteina Bcl-

2, kao 1 smanjenje neurodegenerativnih pojava.

U zadatim eksperimentalnim uslovima, uo¢eno je smanjenje nivoa prokaspaze 3 u
citosolnoj frakciji obe mozdane strukture, kao i smanjenje ekspresije kaspaze 3 u
citosolu preceone kore, Sto se podudara sa ekspresijom ostalih ispitivanih proteina u
ovoj studiji. Scibnick i saradnici (2004), uocili su da 10 nM estradiol u primarnoj kulturi
neurona kore prednjeg mozga, sprecava odvijanje apoptotskih procesa tako $to smanjuje
pocetno povecanje kalpaina, pomera Bcl-2/Bax odnos ka Bcl-2 i smanjuje aktivaciju

kaspaze 3.

Imajuéi u vidu ranije pokazana neuroprotektivna svojstva estradiola, odsustvo promene
ekspresije ispitivanih proteina u gruboj membranskoj frakciji obe mozdane strukture
donekle je iznenadujuce. S obzirom na to da se promene koje nastaju kao posledica
ishemije u nervnim zavrSecima obi¢no prvo uocavaju, bilo bi za ocekivati da ¢e se 1
modulacija ekspresije ovih proteina nakon tretmana estradiolom detektovati u ovim
regionima. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se pretpostaviti da se osetljivost
nervnih zavrSetaka ne odnosi samo na pocetna stanja ishemije, ve¢ i na kasnije faze, i da
se zbog toga pro-apoptotske promene zadrzavaju duze ili su za njihovo otklanjanje
potrebne vece doze estradiola, drugaciji tip aplikacije i/ili vreme. Sa druge strane,
odsustvo promene ekspresije kaspaze 3 u gruboj membranskoj frakciji obe mozdane
strukture 1 citosolnoj frakciji hipokampusa moZe se objasniti i time da kaspaza 3 ima
ulogu i u remodulaciji citoskeleta i drugim procesima kojima se smanjuje intenzitet pro-
apoptotskih promena (Snigdha i saradnici, 2012), te se odsustvo smanjenja njene

ekspresije ne mora nuzno protumaciti kao izostanak neuroprotektivne uloge estradiola.

Dobijeni rezultati ukazuju da tretman estradiolom dovodi do povecanja ekspresije
celovitog PARP i to samo u jedarnoj frakciji pre¢eone kore, gde ovaj protein moze
ostvarivati svoju neuroprotektivnu ulogu, sto je u skladu sa istrazivanjima drugih autora
(Zhang 1 saradnici, 2013). U navedenoj studiji, pokazano je da estradiol povecava

aktivnost PARP, tako $to pospeSuje njegovu translokaciju u jedro i stimuliSe vezivanje
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za ERa, ¢ime se menja ekspresija gena koji su pod kontrolom ERa-estradiol kompleksa.
Sa druge strane, u modelu primenjenom u ovoj doktorskoj disertaciji, estradiol nije
doveo do promene ekspresije celovitog PARP u hipokampusu, $to se moze smatrati
regionalno-specificnim odgovorom uslovljenim stepenom oSte¢enja uzrokovanog
ishemijom, i/ili posledicnom aktivacijom signalnih puteva u ispitivanim mozdanim
strukturama. Ovi rezultati se mogu objasniti Cinjenicom da je u hipokampusu
predominantno eksprimiran ERf koji se heterodimerizuje sa ERa i negativno reguliSe
gensku ekspresiju (Bean i saradnici, 2014). Takode, pokazano je da ishemija moze
dovesti do povecanja ekspresije ERa, smanjenja ekspresije ERp, kao 1 da estradiol svoje
neuroprotektivno dejstvo ostvaruje uglavnom preko ERa. Ekspresija PARP fragmenta
od 89 kDa u preceonoj kori bila je smanjena u sve tri ispitivane subceljske frakcije, Sto
se moze dovesti u vezu sa smanjenjem ekspresije kaspaze 3 u citosolu. Sa druge strane,
smanjenje ekspresije seCenog PARP, uz odsustvo promene ekspresija kaspaze 3, u
gruboj membranskoj frakciji moze biti i posledica modulacije funkcije same kaspaze 3.
Dok je promena u ekspresiji se¢ene forme PARP u hipokampusu bila primetna samo u
citosolu gde je tretman estradiolom najverovatnije doveo do povecéanja stabilnosti PARP
proteina. Takode, dobijeni rezultat moZe se objasniti moguénoSéu da aktivna forma
kaspaze 3 nakon tretmana estradiolom efekte ostvaruje na drugim supstratima koji su

ukljuceni u anti-apoptotsku signalizaciju, a ne na samom PARP proteinu.

Podaci iz literature ukazuju da estradiol u razli¢itim modelima ishemije, direktno moZze
delovati na nivou sinapsi, aktivirajuéi Celijsku signalizaciju posredstvom sekundarnih
glasnika, S§to dovodi do brzih negenomskih promena nadraZljivosti, sinapticke
transmisije 1/ili sinapticke plasticnosti (Mattson 1 Duan, 1998). Podaci ukazuju da
estradiol reguliSe 1 transkripciju apoptotskih gena, poput Bcl-2, Bax, kaspaze 3, gena
inflamatornog odgovora, kao §to su TNF-a, Il-1 i 1l-6, kao i gena za razliCite faktore
rasta, strukturne proteine i neuropeptide (Shughrue i Merchenthaler, 2003). Navedenim
akcijama estradiol smanjuje ekscitoksi¢nost (Herson 1 saradnici, 2009), inflamaciju
(Herson 1 saradnici, 2009; Suzuki i saradnici, 2009; Stein, 2001), stabilizuje krvno
mozdanu barijeru (Liu i saradnici, 2005) i dr. Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj
disertaciji za fragmentaciju DNK 1 Fluoro-Jade B bojenje, koje prate promene u
ekspresiji ispitivanih apoptotskih molekula, nagovestavaju da ponovljeni tretman
fizioloSkim dozama estradiola doprinosi smanjenju broja umrlih ¢elija, Sto je potvrdeno

1 u drugim studijama. Naime, i drugi autori proucavajuci efekte estradiola u razli¢itim
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modelima ishemije uocili su da ovaj steroidni hormon, reguliSu¢i gensku i proteinsku
ekspresiju mnogih proteina u razli¢itim subcelijskim frakcijama, moze umanjiti nivo
neurodegenerativnih procesa, a time, kao krajnji ishod, smanjiti broj umirucih ¢éelija
(Wappler i saradnici, 2011, 2010; Liu i saradnici, 2009; Plahta i saradnici, 2004;
Shughrue 1 Merchenthaler, 2003). Detektovane promene mogu biti relevatne za brojne
funkcije, poput povecavanja mozdane plastiCnosti, paznje, sposobnosti ucenja i
memorisanja, za koje je, inace, pokazano da su smanjenje u stanju nametnute mozdane

hipoperfuzije (Wappler i saradnici, 2010).

* * *

Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju da hroni¢an tretman fizioloSkom dozom
estradiola u stanju nametnute mozdane hipoperfuzije dovodi do modulacije ekspresije
razli¢itth pro- 1 anti-apoptotskih molekula, i pomeranja njihove fino regulisane
ravnoteze ka anti-apoptotskim proteinima, ¢ime se generalno ¢elije Stite od apoptoze.
Uoceni efekat estradiola moze biti od klinickog znacaja, imajuci u vidu da stanja koja se
odlikuju smanjenjem mozdane cirkulacije ili njenim prolaznim prekidom dovode do
brojnih neuroloSkih deficita, ukljucujuci i smanjenje kognitivnih i memorijskih funkcija,
promene afekta 1 motorike za €iju su direktnu 1 posrednu regulaciju upravo zaduZene

strukture ispitane u ovoj doktorskoj tezi.
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Zakljucak

Eksperimentalni pristup i dizajn primenjen u ovoj doktorskoj tezi pruzio je mogucénost
boljeg razumevanja prostornih i vremenskih promena u izabranim regionima prednjeg
mozga pacova, kori velikog mozga i hipokampusu, u stanju nametnute mozdane

hipoperfuzije, kao i nakon sedmodnevnog tretmana estradiolom.
Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Kora prednjeg mozga i hipokampus su strukture osetljive na stanje nametnute
mozdane hipoperfuzije. Najizrazenije promene, u smislu neurodegeneracije i
apoptoze, uocavaju se 3. i 7. dana nakon nametanja hipoperfuzije, dok se do
90. dana uspostavljaju adaptivni i kompenzatorni mehanizmi, usled kojih se
svi pradeni parametri vracaju na nivo kontrole. U oba moZdana regiona,
hipoperfuzija izaziva znatan stepen degeneracije i Celijske smrti neurona,

pocev od postoperativnog dana 3, $to je ilustrovano:

e povecanjem broja apoptotskih ¢elija i stepena fragmentacije

DNK;

e povetanjem  ekspresije  pro-apoptotskih  molekula—

prokaspaze 3, seCene kaspaze 3 i PARP;

e smanjenjem ekspresije anti-apoptotskog proteina Bcl-2 i
povecanjem pro-apoptotskog proteina Bax, Sto uslovljava
pomeranje relativnog odnosa ekspresije clanova Bcl-2

familije ka pro-apoptotskim molekulima.

2. Tretman estradiolom u izabranom rezimu (33.3 pg/kg/dan, 7 dana) u oba

ispitana mozdana regiona uslovljava:
a. smanjenje broja apoptotskih ¢elija i DNK fragmentacije;

b. povecanje genske i proteinske ekspresije anti-apoptotskog
molekula Bcl-2 u mitohondrijskoj frakciji; smanjenje
ekspresije Bax, §to zajedno sa pove¢anom ekspresijom Bcl-2,
uslovljava pomeranje ravnoteze Bcl-2/Bax u korist anti-

apoptotskih signala;

c. smanjenje ekspresije pro-apoptotskih proteina, prokaspaze 3 i

seCene kaspaze 3 u citosolu;
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d. smanjenje nivoa oslobadanog citohroma c¢ u citosol, uz

nepromenjen nivo ovog proteina u mitohondrijskoj frakeiji;

e. povecanje nivoa celovitog PARP u jedru i smanjenje nivoa

isecenog PARP u svim ispitivanim subcelijskim frakcijama.

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da se molekulski mehanizam dejstva
estradiola, osim njegovog poznatog neurotrofnog dejstva na nervne cCelije, zasniva i na
specificnoj modulaciji ekspresije apoptotskih signalnih puteva, budu¢i da se u
primenjenom modelu uocava nishodna regulacija ekspresije i/ili aktivacije anti- i pro-

apoptotskih molekula mitohondrijskog puta.

Dodatna istrazivanja delovanja estradiola mogla bi omoguciti razvoj novih terapeutskih
strategija za modulaciju odgovora specifi¢nih ¢elija i mozdanih struktura ukljuc¢enih u
kogniciju, formiranje memorije i u¢enje kod starih osoba, kao i obolelih od progresivnih

neurodegenerativnih bolesti, ¢ime bi se znatno poboljsao kvalitet njihovih Zivota.
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Prilozi

Mpunor 1.

Wsjasa o ayTopcTBY
MoTnucanHu-a Mwunow P. CraHojnosuh
6poj nHaekca 53010/2010

UzjaBrbyjem
Aa je AOKTOPCKa AucepTauuja nod HacnoBom:

EdbekaT ecTpaguona y Moaynauuju anonTOTCKMX CUTHanNa y MoXaaHoj Kopu u
XUnoKaMnycy nauoBa TOKOM XpPOHWYHe MoxAaHe xunonepdysuje

* pe3ynTtaTt CONCTBEHOr NCTpaXXKnBadkor paaa,

« [a npefnoxeHa guceprauuja y LenuHu HY y 4enosrma Huje Guna npegnoxeHa
3a pobujabe BMNO Koje AWNNoMe npema CTyAW/CKMM nporpamuma Apyrix
BUCOKOLLKONCKWX yCTaHoBA,

* [Jacy pesynTaTi KOPEKTHO HaBeeHW U

e Ja HUCAM KpLino/na ayTopcka npaBa M KOPUCTMO WHTENEKTyamnHy CBOjuHY
ApYyrvx nuua.

MoTnuc pgokropaHaa

Y Beorpagy, 22.04.2014.
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Prilozi

Mpunor 2.

WU3jaBa 0 NCTOBETHOCTM WITAMNAHE U ENeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wwme v npesume ayTtopa Munow P. CtaHojnosuh

Bpoj uhaexca B53010/2010

Cryaujcku nporpam __EkcnepumenTanHa Heypobuonoruja of reHa Ao noHawaka

Hacnoe paga Edbekart ecTpagrona y mogynaumjv anonToTckux cUrHana y MoxaaHoj
KOPW W XMNoKamnycy nauosa TOKOM XPOHUYHE MOxaaHe xunonepdysuje

MexTop _ap Hagexna Heperskosuh v ap Ayrsa Apakynuh

MoTnucanw/a Mwunow P. CtaHojnosuh

W3jaerbyjem ga je wramnada Bepsuja Mor gOKTOPCKOr paja WCTOBETHA EneKTPOHCKO)
BEP3UjM Koy cam npepao/na 3a ofjae/buMBakee Ha noprany [urutanHor
penosuTopujyma Yuusepauteta y Beorpaay.

[ossorbasam fa ce objaBe Moju NUYHW nopaun BeaaHw 3a Aobujare akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, kao LWTO Cy UMe U Npe3umMe, roavmHa u mecto poherwa n aaTym
onbpaHe paga.

OBn nuyHW nogaum mory ce o06jaBuTM Ha MPEeXHUM CTpaHuuama gurutanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckom kaTanory uy nybnvkaunjama YHusepauteTa y beorpapy.

MNotnuc gokTopanaa
Y beorpagay, 22.04.2014.

1+ & < A .
;'J\f\,\h_ n \.111\«-0 '1,}\.\;‘5 s 1
1




Prilozi

Mpunor 3.

MUzjaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem YHueepauteTtcky Gubnuoteky ,Ceetoszap Mapkoeuh® ga y [ururantu
penoanTopujym YHueepauteta y Beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKY AwcepTauwjy noa
HacnoBoM:

EdexaTt ecTpaguona y mogynauumju anonToTCKUX CUrHana y MoXaaHoj Kopu
M XMMoKamnycy nayoBsa TOKOM XpPOHMYHE MOXAaHe xunonepdysuje

Koja je Moje ayTopcko aeno.

[AwvcepTtauunjy ca cBum npunosvma npefao/na cam y enekTpoHekoM opmaTy norogHoM
3a TpajHO apxusuparse,

Mojy gokTopcky AncepTauuwjy noxpareHy y urutanHu penoautopujym YHusepsuteTa
y Beorpany mory aa kopucTe CcBW KojU NOWTYjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajeaHvue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyvo/na.

1. AyTopcTBo

2. AYyTOpPCTBO - HEKOMepLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEeKoMepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpPCTBO — HekomMepuujanHo — AenUTU NOA UCTUM YCroBUMa
5. AytopctBo — 6e3 npepane

6. AyTopcTBO — AEnUTU Nog UCTMM YCNoBUMa

(Monumo aa saokpyxuTe camo jegHy of LWECT NoHyReHWX NMUUEeHUW, KpaTak onuc
nuUeHUmn gart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokropanaa

Y beorpagy, 22.04.2014.
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Prilozi

1. AyTopcTeo - [lo3BOrbaBaTe yMHOXKaBarke, ANCTPUOYUW)Y W jaBHO caoniuTasare
[ena, 1 Npepage, ako Ce Haseae MMe ayTopa Ha HauwH oapefeH of cTpaxe aytopa
WAM AaBaoua NULEHLE, Jak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoGoaHwja of cBux
NALEHLIN.

2. AYTOpPCTBO — HekomepuwjanHo. [loaeorsagaTte yMHOXKasake, AUCTPUBYLK)Y W jaBHO
caonwTasare Aena, v Npepafe, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH op
cTpaHe aytopa wunu Aasaoua nuueHue. OBa NWUEHUa He A03805baBa komepuvjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTeo - HekoMepuujanHo — Bes npepape. [lossorbasare yMHOXaBak:e,
ancTpuByuriy W jaBHo caonwrasawe pena, Bes npomena, npeoSnukoBarea Unm
ynoTpeBe Aena y CBOM Aeny, ako ce HaBeAe uMe ayTopa Ha HaunH oppeheH of
CTpaHe ayTopa uni fasaoua nvueHue. Osa NvUeHUa He [03B0OSbaBa KOMepuMjarnty
yroTpeBy Aena. ¥ oAHOCy Ha CBe octane nWLeHle, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHnqasa
Hajeehu oBum npaea kopuwhersa aena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMepuMWjanHo — LenuTu Mnof UCTAM yCnoevMa. [oasorbasate
yMHOXaBare, ANCTPUBYLMjy 1 jasHo caoniluTaBare fAena, v Npepaje, ako ce Hasene
vMe ayTopa Ha HauwH oapefeH o cTpaHe ayTopa uni AaBaoua NvueHue 1 ako ce
npepaga AMCTPUGYMpa NOA WCTOM WM ChvdHOM nuueHuom. Oea nuueHua He
[03BOSbaBa koMepUunjanHy ynoTpeby fgena v npepaaa.

5, AytopcTBo — 6e3 npepape. [osBorbaBaTe yMHOXaBat-€, avctpubyunjy W jasHo
caonwTasare aena, 6es npomena, Npeobnukosarsa Unn ynotpebe aena y ceBOM Aeny,
aKko ce Haeege WMe ayTopa Ha HaqnH oppefleH oA cTpaHe aytopa wnu Aasaoua
nuueHue. Osa nuueHUa Ao3BOIbaBa KoMepuujanty ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - [enutu noj WCTUM  YCNOBUMA. [lossorbaBate ymHOXaBake,
AUCTpUBYLIM]Y 1 jaBHO caoniuTaBake Aena, W Npepaje, ako ce Haeeae uMe aytopa Ha
HauMH oapefeH 04 cTpaHe ayTopa WnW [asaola nuueHuye u ako ce npepaaa
avcTpuByupa noa MCTOM MMM ChMuHOM nvueHuom. Osa nuueHua Ao3sorbasa
Komepumjandy ynoTpeby pgena u npepaga. CnvyHa je codTBepcKUM nuLeHuama,
OOHOCHO NULIEHLIAaMa OTBOPEHOr Koaa.
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